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Par la grande fréquence et la mulliplicité des troubles ner- 
veux, le typhus exanthématique occupe une place a part dans 
le cadre si vaste des maladies infectieuses; mais, si la gravité 
de état général pendant la période aigué n’en permet pas une 
analyse minutieuse, il n’en est pas moins vrai, d’autre part, 
que ce sont ces troubles nerveux qui constituent les traits 
essentiels de la maladie, le virus exanthématique étant neuro- 
trope [Devaux] (1). D’ailleurs, ce qui témoigne que le systéme 
nerveux, dés le commencement de la maladie, est touché, c’est 
que les diverses complications nerveuses qui paraissent pen- 
dant Ja convalescence étaient déja esquissées dés les premiers 
jours de la maladie. Cependant il y a un point qui doit étre 
relevé et qui témoigne de la participation du systéme nerveux, 


(1) A. Devaux, Les complications nerveuses du typhus exanthématique. 
Journal médical francais, février 1921. — Le cytodiagnostic céphalo-rachidien 
au cours du typhus exanthématique. Académie de Médecine de Paris, 1918. 
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c’est la réaction méningée étudiée par Slatineanu et Galesescu, 
qui fait son apparition au décours de la premiére semaine 
(Devaux, Danielopolu (1), Cantacuzéne (2)] avant lérup- 
tion [Paulian (3), Tzupa (4) et Heuyer (5)] ou méme dés le 
second jour de la maladie [Heilig]. En ce qui concerne la 
fréquence de la pléocylose rachidienne, Tzupa l’a constatée 
dans 95 p. 100 des cas. Toutes Jes régions du systeme nerveux 
central peuvent élre touchées, aussi nous avons les aspects 
les plus variés. La participation du cerveau se traduit par des 
troubles délirants, par l’excitation maniaque, la carphologie, la 
catatonie. Il y a, en outre, des troubles méningés tels que la 
raideur de la nuque, le signe de Kernig, ventre en bateau, 
photophobie, constipation, et parmi les nerfs craniens la 
névrite optique et acoustique témoigne quils sont touchés. 
Le typhus ambulant des enfants n'est pas exempté de trou- 
bles nerveux [Tzupa et Weill]. Les différentes manifestations 
neryeuses de la terrible maladie qui a sévi en Roumanie ont 
été étudiées par Bacaloglu, Devaux, Parhon, Paulian, etc. 

Lorsque les symptémes bruyants de la période fébrile se 
sont dissipés, on peut constater des troubles organiques ou des 
troubles fonctionnels. Il est fort probable que, parmi les Lrou- 
bles dits fonctionnels, un bon nombre reléve des lésions orga- 
niques, mais peu accusées du systéme nerveux central et 
périphérique. 

La méthode anatomo-clinique permet actuellement d’expli- 
quer la pathogénie des troubles nerveux constalés dans le 
typhus exanthématique. Elle montre quil y a une concor- 
dance parfaite entre les symptomes, le siége et la nature des 


(1) D. Dantevopotu. Le typhus exanthématique, Bucarest, 1919 (1 vol. en 
francais). 

(2) J. Cantacuzine. L’épidémie de typhus exanthémalique en Roumanie 
pendant la derniére guerre. Bull. de la Soc. de Path. exotique, 1920, 43, 
p. 269. Le typhus exanthématique. Journ. méd. francais, féyrier 1921. Le 
liquide céphalo-rachidien dans le typhus exanthématique. Soc. de Biologie, 
mai 1919. 

(3) Paurian. Les complications nerveuses du typhus exanthématique, Bucarest, 
4919 (brochure en francais). 

(4) Devaux, Pautian, Tzupa, Formule cytologique du liquide céphalo- 
rachidien au cours du typhus exanthémalique. C. R. de la Soc. méd. franco- 
roumaine, mai 1917. 

(5) Hevyer, Note sur la cytologie du liquide céphalo-rachidien dans le 
typhus exanthématique. Soc. de Biologie, juin 1919. 
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lésions, de sorte qu'il faut se demander si les troubles dits 
fonctionnels ne sont pas sous la dépendance des Iésions orga- 
niques du systéme nerveux central et périphérique. 

Nous ayons eu l'occasion d’étudier, grace a l’obligeance du 
docteur T. Mironesco, le systeme nerveux central et périphé- 
rique dans quatre cas graves de typhus exanthématique. Celte 
étude va nous permetire d’aborder certains problémes qui sont 
restés dans l’ombre jusqu’ici, & savoir: le rapport des lésions 
des nerfs périphériques et craniens, signalées la premiere fois 
par Licen (1), avec les altérations du systéme nerveux central 
el la propagation du virus de la périphérie vers le centre, non 
seulement par lintermédiaire de la voie sanguine, mais aussi 
par la voie des nerfs périphériques. 

Notre étude élant d’ordre histologique, nous négligerons a 
dessein les observations cliniques, d’autant plus que nous 
n’avons pas eu l'occasion d’observer nous-méme les malades. 
Disons cependant que l’observation premiére, qui constilue le 
sujet principal de notre étude, concerne un malade de quarante 
ans, entré dans le service de M. Mironesco le 29 septembre 1920 
et mort le 1° janvier 1921. Le malade a été amené dans un état 
grave, avec perte de la connaissance, délire continu, la figure 
congestionnée et dyspnée trés accusée. La température variait 
entre 39° et 39°5. Il avait en outre la rétention de lurine. La 
ponction lombaire a fait voir un liquide en hypertension et 
légerement rosé. 

Nous avons pratiqué l’examen de la plupart des nerfs cra- 
niens et périphériques, sensitifs, moteurs et mixtes et nous 
avons trouvé dans les uns comme dans les autres des lésions 
de névrite interstitielle trés caractéristiques ef siégeant sur 
leur trajet. Nous avons employé diverses méthodes : de Nissl, 
de Bielschowsky, la coloration au Sudan. 

Klles consistent essentiellement dans la prolifération et 
V'infiltration des enveloppes des nerfs périphériques des gaines 
des faisceaux nerveux du tissu conjonctif inter- et intrafascicu- 
laire. Puis & ces lésions s’ajoute encore la formation de nodules 
en rapport avec le trajet des petits vaisseaux, spécialement des 


(1) Licen, Sulle alterazioni del sistema nervoso nel tifo esantematico. Reiv. 
di, Patol. nerv. e mentale, 1920, p. 4. 
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veinules et des capillaires. Il s’y forme aussi des petits foyers 
hémorragiques situés tout pres ou a une certaine distance des 
nodules inflammatoires. 

La figure 1, qui représente une coupe transyersale du nerf 
médian du bras, nous offre l’aspect général des lésions qui se 
propagent de la surface de la capsule du nerf par Vintermé- 


Fic. 1. — Coupe transversale d’un faisceau du nerf médian montrant une 


N 


hémorragie en nappe a la périphérie de laquelle on voit quelques fibres 
nerveuses écartées (fn), tandis que, dans la partie centrale du foyer, il n’y a pas 
traces de fibres nerveuses. A droite du foyer on voit un nodule (n). 


diaire des travées du tissu conjonctif quis’en détachent jusque 
dans le mésonévre et, de li, dans Vintérieur des faisceaux 
nerveux. 

La structure histologique de ces nodules et la constitution 
des éléments qui entrent dans leur formation ne sont pas 
uniformes et, généralement parlant, on y trouve des lympho- 
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cytes, des mononucléaires basophiles, des cellules plasma- 
liques surprises a différentes phases de leur évolution, des 
polynucléaires, quelques mastzellen et, A la périphérie, quel- 
ques cellules de la gaine de Schwann, a protoplasma gonflé, 
riche en granulations de Reich et & noyau vésiculeux. Dans la 
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Fic. 2, — Coupe longitudinale du nerf brachial cutané externe montrant la 
présence de trois nodules différents, n,n',n", et de lVinfiltration périvasculaire 
pr,pr’. En outre, il y a prolifération des fibroblastes et hypertrophie des 
cellules de Schwann. 


figure 2 on voit trois nodules dans un faisceau nerveux, celui 
qui est au centre plus volumineux que les deux autres; comme 
on le voit (n’', n") ils affectent des formes et dimensions varia- 
bles. 

Les hémorragies ne sont pas exceptionnelles dans les nerfs 
altérés par le processus du typhus exanthématique. La figure 3 


244 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


nous montre l’aspect d’une pareille hémorragie située au 
voisinage d’un nodule (n). On voit comment les globules rouges 
s’infiltrent entre les fibres nerveuses qui sont invisibles dans 
la partie centrale du foyer hémorragique, tandis qu’a la péri- 
phérie elles sont portées par la masse des globules rouges du 
sang. A la périphérie du foyer hémorragique on voit bien la 
coupe transversale de la myéline et du cylindraxe qui conserve 
aspect normal. On peut suivre la lésion inflammatoire et 
nodulaire des nerfs périphériques jusqu’aux ganglions spinaux 
et de la par l’intermédiaire des racines antérieures et posté- 
rieures elles arrivent aux méninges et a la moelle. 

Les altérations que nous avons trouvées (1) ne paraissent 
pas compromettre d’une facon notable Vintégrilé des fibres 
nerveuses; pour la plupart du temps les fibres sont comprimées, 
écartées sans que l’on apercoive au voisinage des foyers inflam- 
matoires des produits de désintégration colorés par le Sudan, et 
nous pensons qu'il doit y avoir toujours la dégénérescence de 
quelques fibres nerveuses, ainsi qu’il résulte de la coloration 
d'un trajet de la myéline des fibres par le Sudan et la présence 
de macrophages chargés de lipoides dans la paroi de quelques 
petits vaisseaux. 

Un point que nous devons souligner, c'est que linfil- 
tration parait étre localisée dans les espaces lymphatiques, 
dans la capsule et dans les gaines des petites veinules du 
tissu conjonctif inter- et intrafasciculaire. La paroi des 
petites artérioles est normale. D’autre part, nous avons constaté 
que lendothélium des petits capillaires ou des petites veines 
est gonflé, le noyau vésiculeux & chromatine pale et méme 
parfois cet endothélium se détache et flotte dans la lumiére 
du vaisseau. Mais nous n’avons jamais rencontré, avec les 
méthodes habituelles, une altération visible de la paroi des 
vaisseaux infiltrés. 

Il est vrai que les hémorragies assez fréquentes que nous 
avons observées dans les nerfs périphériques supposent une 


(1) Un résumé de ce travail fait en collaboration avec E. Craciun a été 
communiqué par M. Roux a lAcadémie des Sciences: G. Maninesco et E. 
Craciun. Lésions du systéme nerveux dans le typhus exanthématique et 


leur rapport avec la névrite ascendante. C. R. Acad. des Sciences, séance du 
47 mai 1924. 
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altération de la paroi vasculaire, ce que nous admettons trés 
volontiers, sans étre en état d’affirmer que cette altération est 


Fic. 3. — Coupe longitudinale d’un ganglion dorsal montrant la topographie 
générale des lésions consistant dans Jinfiltration péricellulaire, infiltration 
diffuse interstitielle et présence des nodules (n,n’). On voit, en outre, la 
différence entre le processus inflammatoire qui existe au niveau du pole 
interne d’ou se détache la racine postérieure et le pole externe du ganglion. 
Dans le premier, on voil p,p',p”, des foyers d'inflammation trés visibles 
méme au petit grossissement, pz’ indique un nodule. 
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identique a celle décrite par Frenkel (1) dans les vaisseaux de 
la peau et divers vaisseaux. 

Le nerf optique, comme le chiasma, ont été retrouvés altérés, 
dans tous les quatre cas examinés, mais l’intensité des lésions 
varie avec celles qu’offre le systeme nerveux central. C’est 
ainsi que dans le premier cas, ot nous avons trouvé des 
altérations trés graves dans le systeme nerveux, le nerf optique 
comme le chiasma offrent non seulement une infiltration 
notable des petits vaisseaux et des capillaires, mais également 
des nodules disséminés. Dans les autres trois cas, les nodules 
sont beaucoup plus rares et, dans le dernier ow les altérations 
du systéme nerveux central étaient plus discrétes, méme les 
infiltrations des pelits vaisseaux étaient trés réduites. La méme 
remarque s'applique aux altérations de l’endothélium qui a un 
protoplasma abondant et a contour polygonal, & noyau petit, 
cellules d’aspect épithéloide, d'autres fois par des celiules 
ressemblant aux cellules plasmatiques et des lymphocytes. 
Dans les cellules adventicielles on trouve des granulations 
sudanophiles plus nombreuses au voisinage des pdles du 
noyau. 

Les infiltrations vasculaires et les nodules se retrouvent 
également dans les bandelettes olfactives. Dans leur constitu- 
tion il entre des mononucléaires basophiles, des lymphocytes 
el autres cellules qui proviennent de la paroi des vaisseaux. Il 
n'y a pas de corps granuleux dans le parenchyme nerveux et 
on voit une grande quantité de corpuscules amylacés. L’enve- 
loppe conjonctive des bandelettes offre une infiltration vascu- 
Jaire constituée par des lymphocytes et quelques macrophages. 

Nous avons examiné les ganglions rachidiens, lombaires, 
dorsaux et cervicaux dans trois cas de typhus exanthématique, 
et dans les trois cas nous avons noté des altérations dont 
lintensité marche de pair avec celle des lésions de la moelle 
épiniére. [1 y a donc un parallélisme entre les altérations 
infla&mmatoires des ganglions spinaux et celle de l’axe spinal. 
Les altérations des ganglions spinaux, et nous allons prendre 
comme type celle que nous avons vue dans le quatriéme 


Vinee Frenket, Zur Fleckfieberdiagnose. Minch. med. Woch., 1915, 62 
p. 3 ze 2 


LESIONS DU TYPHUS EXANTHEMATIQUE 247 


ganglion lombaire du malade P., consistent dans une infiltra- 
tion du pole radiculaire externe du ganglion lui-méme, du 
nerf radiculaire et des racines postéricures. Au niveau du pole 
radiculaire externe, le tissu conjonctif péri- et intrafasciculaire 
offre des trainées cellulaires qui écartent soit les faisceaux 
nerveux, soit les fibres qui les constituent (fig. 3). Cette infil- 
tration peut affecter parfois Ja forme de nodules, que nous 
retrouvons beaucoup plus nom- 

breux 4 l'intérieur du ganglion 
lui-méme. Les nodules intra- 
ganglionnaires se présentent soit 
sous forme de nodules péricellu- 
laires, c’est-a-dire que linfiltra- 
tion englobe un groupe plus ou 
moins grand de cellules ner- 
veuses qui sont réduites de 
volume et méme de nombre. > 
Ces nodules péricellulaires, 
qui siégent aussi bien & la péri- 
phérie du ganglion qu’a la partie 
centrale, ont une constitution 
complexe, comme du reste ceux 
des nerfs périphériques. On y 
voit des cellules dirritation de 
Turk ou celles qui simulent les ; desi) noe 
cellules plasmatiques, des mono- ree rt A chen el 
nucléaires a protoplasma baso- destinée : a ee eee 
phile, des lymphocytes el des Pree nee 
polynucléaires. En outre, on peut 

y reconnaitre plusieurs mastzellen. Cette infiltration cellulaire 
se trouve, tout au moins dans quelques cas, en rapport avec 
les petits vaisseaux. Les cellules satellites qui enveloppent 
le corps de la cellule nerveuse sont prolilérées. A la face 
de la cellule nerveuse profondément allérée, voire méme 
disparue, il se forme un nodule résiduel (fig. 4, 7), identique a 
celui qu’on voit dans la rage et qui n'est pas spécifique de cette 
derniére affection. En dehors de cette infiltration péricellulaire 
et intracellulaire, i] y a dans notre cas une infiltration diffuse 
plus accusée également & la périphérie et sur la capsule du 
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eanglion. Cetle infiltration parait converger au niveau des 
faisceaux qui constituent le pdle interne du ganglion. La 
figure 3 nous donne une vue générale de l'infiltration des poles 
interne et externe et du ganglion méme, dans lequel on peut 
voir, 4 un faible grossissement, des nodules péricellulaires ou 
intracellulaires. Nous avons dit plus haut qu’on peut rencon- 
trer dans le ganglion du typhus des nodules semblables & ceux 
de la rage et dont la figure 4 nous donne une idée. Nous devons 
ajouler que ces nodules sont beaucoup moins nombreux dans 
le typhus, l’action nécrosante du virus rabique sur le corps du 
neurone étant probablement plus puissante. 

Le nerf radiculaire offre une infiltration bien nelte des fais- 
ceaux sous forme d’endo- et périnévrite qui augmente d’inten- 
sité avant de traverser la dure-mére. Au niveau du cul-de-sac 
des racines, on apercoit une accumulalion marquée, surtout 
de mononucléaires. Au niveau de l’émergence des racines 
postérieures, le processus inflammatoire devient un peu plus 
intense. 

Nous avons constaté des lésions également dans les racines 
de la queue de cheval, mais elles sont moins intenses que dans 
les nerfs périphériques. Elles consistaient dans l’ infiltration des 
gaines des petits vaisseaux, la prolifération du tissu inter- et 
intrafasciculaire. Les cellules de l’endothélium sont parfois 
tuméfiées, sans étre détachées de leur place. 

La moelle épiniére est particulitrement touchée dans les 
formes graves de typhus exanthématique, et lintensilé des 
lésions qu’elle présente marche de pair avec celles d’autres 
centres nerveux. Nous observons, dans la moelle, des altéra- 
tions du cété des méninges, de la substance blanche et de la 
substance grise. Dans les méninges comme dans la substance 
médullaire ce ne sont pas les vaisseaux d’un certain calibre 
qui offrent des changements, mais bien les petits vaisseaux, les 
veinules, les précapillaires et les capillaires. 

Dans les méninges molles on constate un épaississement et le 
gonflement des lamelles qui les constituent, une prolifération 
des fibroblastes et la présence d’un réseau capillaire a parois 
garnies de mononucléaires, de cellules qui ressemblent aux cel- 
lules plasmatiques. En outre dans les espaces des lymphatiques 
se trouvant entre les lamelles des méninges, il y a une infiltra- 
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tion par les lymphocytes, quelques polynucléaires et beaucoup 
de macrophages. 

Dans la moelle épiniére la Iésion la plus caractéristique con- 
siste dans la présence des nodules disséminés aussi bien dans la 
substance grise (fig. 5) que dans la substance blanche, intéres- 
sant toute la région lombo-sacrée, dorsale et cervicale. Leur 
nombre, dans la substance grise, est proportionnel au volume 


Fic. 5. — Topographie des nodules dans la moelle de Ja région lombaire. 
- La plupart des nodules (n') sitgent dans la substance grise antérieure entre 
les cellules nerveuses. Mais un certain nombre (7”) sont localisés dans la 
substance blanche qui avoisine le groupe antéro-externe de la corne anté- 
rieure gauche. Il y a, en outre, tout pres de la substance gélatineuse de la 
corne postérieure, un nodule n!. 


de celle-ci, c’est-&-dire qu’ils sont plus nombreux dans les ren- 
flements de la moelle épiniére; ils siegent de préférence dans 
la corne antérieure, quoiqu’on les retrouve aussi dans la corne 
postérieure et dans les colonnes de Clarke. Leur volume peut 
varier entre 120 » < 90 » et 240 » X 120 ». La forme est irré- 
guligre comme leur contour. Au premier abord nous sommes 
frappés par l’aspect des noyaux des cellules qui constituent ces 
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nodules. Ce sont des noyaux clairs plus ou moins ronds et 
d'autres réniformes, ovoides, en croissant, étranglés, etc.; il ya 
des noyaux en karyokinése. 

Tous les auteurs qui ont voulu faire une analyse détaillée 
sur la nature des noyaux et les espéces cellulaires qui se trouvent 
dans l’adventice des petits vaisseaux se sont heurtés 4 de grosses 
difficultés, et c’est précisément celte difficulté qui nous explique 
pourquoi Spielmeyer (1) prétend que ces nodules sont formés 
principalement par des cellules névrogliques avec la participa- 
tion de quelques autres éléments, tandis que Fraenkel, Benda 
et Licen ne décrivent pas de pareilles cellules. 

Dans la gaine adventice des vaisseaux on ne trouve que 
rarement des cellules plasmatiques typiques. En effet, celles 
qui simulent des cellules plasmatiques n’ont pas un noyau 
excenirique avec espace clair périnucléaire et l’aspect spécial 
de la chromatine. Aussi croyons-nous que, dans la substance 
grise, les cellules qui constituent les nodules sont, en premiére 
ligne, des cellules adventicielles, des polyblastes, des lympho- 
cytes et quelques polynucléaires dont le nombre est tres variable. 
Nous avons vu parfois un nodule qui embrassait la paroi d’un 
vaisseau précapillaire. I] n’entre pas dans notre pensée de nier la 
participation des cellules névrogliques dans la constitution de 
ces formations de la substance grise de la moelle; mais nous 
considérons que la réaction névroglique est d’ordre secondaire 
et elle se passe a la périphérie du nodule, ou bien ces cellules 
névrogliques se trouvent mélées avec d’autres de l’adventice et 
aussi avec des cellules d’infillration. En dehors de ces nodules 
de nature vasculaire il y en [a d’autres d’origine névroglique 
plus laches que les précédents et méme ces derniers offrent plu- 
sieurs variélés. Ils peuvent ressembler par leur configuration A 
la disposition arborescente décrite par Spielmeyer, dans la pre- 
miére couche du cervelet. Parfois ces noduies névrogliques 
ont la forme de rosetles, c’est-a-dire que les cellules ont une 
disposition rayonnante el vont s’insérer par leurs prolongements 
sur la paroi des vaisseaux. Enfin on peut voir dans la substance 
blanche une prolifération des cellules de l’adventice et des 


(1) W. Spiztmever, Die zentralen Verainderungen beim Fleckfieber und 
thre Bedeutung fiir die Histopathologie der Hirnrinde. Zeilschrift fiir die 
gesamle Neurologie und Psychiatrie, 1919, p. 1. — 
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cellules immigrées immédiatement a la surface d'un petit vais- 
seau, tandis qu’aux alentours il y a un grand nombre d’astro- 
cytes; on a l’impression que le nodule est plongé dans cette 
masse de cellules névrogliques. Dans les rosettes et dans les 
formations névrogliques arborescentes on trouve des Iésions 
régressives des cellules névrogliques. Le rapport des nodules 
avec les petits vaisseaux est différent dans la substance grise 
et dans la substance blanche. Dans la premiére, le nodule se 
continue avec le petit vaisseau, dont on ne peut pas suivre le 
trajet au dela du nodule, le vaisseau parait se terminer dans le 
nodule; la seconde disposition est celle of le vaisseau traverse 
le nodule et garde sa continuité. Enfin dans une troisiéme dis- 
position le nodule est atlaché & un coté du vaisseau. 

Le nodule peut siéger quelquefois & la bifurcation d’une 
petite veinule. Comme nous l’ayons dil plus haut, ce ne sont 
pas les vaisseaux d’un plus gros calibre qui sont altérés; ainsi 
voyons-nous dans les vaisseaux du sillon antérieur et du sillon 
postérieur, qwils n’offrent pas de lésions, en dehors de la dila- 
tation et de Vhyperémie. D’autre part, les altérations péri-vascu- 
laires sont plus accusées 1a oti un vaisseau pénétre de la sub- 
stance blanche dans la substance grise. D’autre part, nous avons 
observé le fait suivant : on peut voir dans la substance blanche 
des vaisseaux, avec une petite infiltration de la paroi, contenant 
dans leur intérieur beaucoup de leucocytes qui remplissent 
presque la lumiére du vaisseau. 

D'autre part, il y a des petits vaisseaux qui ont une tumé- 
faction accusée, voire méme considérable de ’endothélium. Le 
noyau est vésiculeux et pale, et quelques cellules paraissent se 
détacher de la paroi pour obstruer Ja lumiére, surtout quand il 
s'agit d’un capillaire. 

Les lésions des cellules nerveuses sont, en général, minimes. 
Rarement on en rencontre avec une achromatose centrale. Ces 
Iésions existent cependant quand il s’agit des nodules juxla- 
cellulaires et surtout lorsque ces derniers englobent la cellule 
neryeuse. Celle-ci est réduite de volume comme ses prolonge- 
ments, le noyau est atrophique et Ja substance chromatophile 
en désintégration. Dans un autre cas nous avons trouvé des 
nodules dans le bulbe, le cervelet et le cerveau; ils faisaient 
complétement défaut dans la moelle épiniére. Il y avait dans ce 
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cas une infiltration de quelques veinules par des lymphocytes 
et des cellules pseudo-plasmatiques, et nous avons noté surtout 
des hémorragies nombreuses péri-capillaires et des épanche- 
ments sanguins dans le tissu nerveux, que nous avons trouvés 
également dans la substance grise. 

Le bulbe est un organe de prédilection pour les lésions du 
typhus exanthématique, el les nodules siégent non seulement 
dans les olives, comme certains auteurs l’ont soutenu, mais 
aussi dans la substance grise épendymaire et dans la substance 
réticulée, dans les noyaux prépyramidaux. Dans un cas ot les 
lésions étaient moins intenses dans la moelle que dans le bulbe, 
les lésions des méninges élaient bien nettes, mais sans étre 
trés accusées, des lésions vasculaires intéressant les petiles 
veines consistent dans l’augmentation des fibroblastes. L’infil- 
tration des méninges molles se fait par des lymphocytes (de 
différentes grandeurs) et des macrophages. I] s'y ajoute des 
mononucléaires et quelques globules rouges de sang. L’endo- 
thélium des veines est gonflé et tuméfié. Dans le protoplasma 
des macrophages siégent des débris nucléaires de cellules pha- 
gocytées. Dans la substance grise comme dans la substance 
blanche du bulbe il y a une réaction névroglique consistant 
dans lhypertrophie et la multiplication des cellules névro- 
gliques, visible méme avec la méthode de Nissl. Les veinules 
et les précapillaires conticnnent dans leur paroi de nombreuses 
cellules de différents types parmi lesquelles on doit noter des 
cellules ressemblant & des cellules plasmatiques, des mono- 
nucléaires & protoplasma basophile, des lymphocytes, quelques 
polynucléaires et des cellules adventicielles. L’infiltration des 
petits vaisseaux précapillaires est plus considérable et enve- 
loppe complélement le vaisseau. 

De pareilles infiltrations se trouvent également dans les 
capillaires, mais moins accusées; souvent on peut voir des 
cellules endothéliales & noyau pale, vésiculeux. Par la com- 
pression réciproque les cellules & protoplasma basophile, qui 
enveloppent les veines et les précapillaires, offrent souvent 
l'aspect des cellules épithéloides, mais quelquefois on apercoit 
des cellules plasmatiques trés caractéristiques. Les nodules ont 
des dimensions qui varient entre 205 » & 120 et 100 u x 62 wu. 
Leur constitution histologique dépend de leur volume. Il y en 
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ade petiles et de grandes dimensions, constitués essentielle- 
ment par des cellules névrogligues. Leur densité varie égale- 
ment, et parfois les cellules névrogliques proliférées constituent 
un nodule trés lache, tandis que d'autres, au contraire, ov les 
cellules sont rapprochées, ont une apparence plus compacte ; 
mais d’habitude dans la constitution de ces derniers il entre 
aussi en dehors des cellules névrogliques d'autres éléments 
de souche différente, comme par exemple des cellules d’aspect 
plasmatique et des polynucléaires. Le contour des nodules névro- 
gliques est moins précis que celui qui est formé par des cellules 
dorigine vasculaire. Du reste, ce qui contribue & la variation 
d’aspecl des nodules, c’est que, parfois, ils se développent autour 
d'un capillaire ou précapillaire; il n’est pas rare que plusieurs 
vaisseaux prennent part a sa formation. Il est 4 remarquer 
qu’un cerlain nombre de nodules n’affectent pas de rapports 
avec les vaisseaux, mais si cette indépendance est admissible 
pour l’hyperplasie nodulaire plus ou moins lache disséminée 
dans la substance blanche du bulbe, et si méme celte hyper- 
plasie névroglique a lien quelquefois sous forme de rosette 
autour d'un vaisseau, il n’en est pas de méme pour les nodules 
compacts qui, en des coupes serrées, montreraient probablement 
des rapports de dépendance entre eux et les vaisseaux, ainsi que 
la montré Spielmeyer. 

Il faut ajouter, en outre, que les plexus choroides au niveau 
du 4° ventricule offrent des Iésions des vaisseaux et, par-ci 
par-la, on apercoit des nodules. 

L’hyperplasie névroglique comme du reste les nodules com- 
pacts qui ont une structure plus complexe siégent dans la 
substance grise entre les cellules nerveuses, de sorte que ces 
derniéres offrent une structure & peu prés normale; mais 
lorsque les nodules font leur apparition tout prés delles, 
celles-ci peuvent subir certaines modifications consistant dans 
la diminution des prolongements, la tuméfaction du corps 
cellulaire, la soi-disante chromatolyse centrale et le noyau 
excentrique. 

Dans le bulbe comme dans Ja moelle on ne voit pas beaucoup 
de cellules plasmatiques, dans l’infiltration vasculaire, qui 
soient tout a fait typiques, mais celles-ci ne font pas compléte- 
ment défaut. 
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Les racines des nerfs bulbaires (neuf et dix) offrent non 
seulement des Iésions vasculaires, mais on peut trouver a leur 
intérieur des nodules typhiques. 

Pédoncule. — Réaction méningée ayant les mémes carac- 
teres que dans le bulbe. Présence a la surface de la pie-mére 
d'un conglomérat de cellules simulant un nodule. On sait que 
ceux-ci font complétement défaut dans les méninges. [xis- 
tence d'un nombre considérable de semblables formations 
nodulaires, dans les tubercules quadrijumeaux, parmi 
lesquelles on trouve un certain nombre de rosettes caractéris- 
tiques. Le corps des cellules névrogliques est pourvu d’une 
masse granuleuse basophile. Kn dehors de ces rosettes on aper- 
coit ca et la une hyperplasie névroglique périvasculaire, les 
cellules ayant deux ou trois noyaux. 

En dehors de ces nodules névrogliques et des rosettes on 
peut distinguer encore des nodules plus compacts ot l’existence 
de la névroglie est trés nette a la périphérie, tandis que dans 
la partie centrale on ne peut pas toujours affirmer qu’il s’agisse 
seulement de cellules névrogliques. Dans la substance noire 
les nodules sont beaucoup plus rares et les cellules nerveuses 
ont une structure normale. Il n'y a pas notamment de proces- 
sus de cytolyse, tel que je l’ai vu dans l’encéphalite léthargique. 
Exceptionnellement on rencontre des nodules péricellulaires 
comprimant la cellule nerveuse et altérant sa structure. Les 
lésions des vaisseaux sont également localisées autour des 
pelites veines et des précapillaires, tandis que la paroi des arté- 
rioles n'est pas touchée. Parmi les cellules qui se trouvent dans 
Vadventice on reconnait des cellules plasmatiques, des lympho- 
cytes, en dehors des macrophages et des cellules épithéloides. 

Une autre altération qui mérite d’étre signalée et que je n’ai 
pas trouvée dans tous les segments avec la méme intensité, 
cest celle des suffusions sanguines périvasculaires, véritables 
pétéchies des centres nerveux. 

Les dimensions des nodules du pédoncule varient entre 
150 u X 140 » et 240 wu & 200 x. 

Le cervelet. — L’écorce du cervelet constitue une région des 
plus favorables pour lapparition des nodules névrogliques de 
différentes formes, comme l’a montré Spielmeyer pour la pre- 
miére fois. I! est vrai que dans la premiére couche siégent de 
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préférence des nodules pareils, de formation névyroglique; on 
peut en voir d'autres ott peuvent se trouver aussi d'autres élé- 
ments que des mononucléaires basophiles ou des lymphocytes. 
On rencontre des images qui nous représentent dans la partie 
centrale un sillon ot les méninges et l’adventice sont infiltrées 
par des cellules et par de petits vaisseaux rayonnant dans la 
premiére couche du cervelet et présentant une infiltration par 
les mémes éléments que la pie-mére. Mais il y a cependant une 
différence en ce sens que dans la pie-mére on peut rencontrer 
des macrophages de dimensions considérables ayant englobé 
dans leur cytoplasma un polynucléaire ou un mononucléaire. 
Les macrophages, en outre des débris nucléaires, peuvent 
contenir du pigment vert ou jaune. Ensuite on peut apercevoir 
parfois des nodules entre les cellules de Purkinje et dans la 
couche granulaire, mais celte éventualité est tres rare. La plu- 
part des nodules n’atteignent les mémes proportions que dans la 
moelle, le bulbe ou le cerveau; néanmoins nous avons constaté 
dans la couche moléculaire du cervelet un nodule considérabie, 
constitué presque exclusivement par des celllues névrogliques 
pourvues d'un corps protoplasmique riche et coloré par la 
thionine. A la périphérie de ce nodule il y a beaucoup de 
cellules en batonnet. 

Comme Spielmeyer nous avons eu l’occasion de constater, 
dans le cervelet, des nodules dont la constitution névroglique 
ne permet pas de doute. Ce sont des agglomérations d’astro- 
cytes formant un nodule lache a la périphérie duquel on voit 
assez souvent des cellules en bdtonnet ou de forme triangu- 
laire. Parfois cette réaction névroglique est en rapport immé- 
diat avec un vaisseau. Cependant ce n’est pas toujours le cas, 
et il existe des nodules laches névrogliques qui ne présen- 
tent pas, tout au moins en apparence, de relations avec un 
capillaire. I] ne faut pas penser que tous les nodules du cer- 
velet, méme ceux de la premiére couche, sont uniquement 
névrogliques. On peut en rencontrer d'autres oti les cellules 
névrogliques n’existent qu’a la périphérie, tandis que le 
nodule lui-méme est constitué par des cellules de Tiirk et des 
polyblastes. 

Pour lanalyse des lésions du cerveaw dans le typhus 


exanthématique nous avons prélevé des fragments de divers 
16 
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types de l’écorce, et nous avons pu constaler que certaines 
régions sont plus touchées que d’autres; parmi celles-ci il faut 
noter en premiére ligne les lobes frontal et temporal, les 
lésions sont moindres dans le lobe sphénoidal et trés atténuées 
ou faisant méme complétement défaut dans le lobe occipital. 
Il faut noter en outre que les lésions peuvent exister aussi dans 
les méninges, comme c'est le cas pour le lobe occipital, sans 
qu’elles se retrouvent dans l’écorce cérébrale. Cela ne veut pas 
dire que les lésions de l’écorce ne soient pas transmises des 
méninges, car leur propagation des unes 4 l'autre ne fait 
pas le moindre doute; mais, d’une maniére générale, plus les 
lésions sont intenses dans les méninges plus il y a des altéra- 
tions vasculaires dans l’écorce, et les nodules y sont en plus 
grand nombre. Ces derniers font défaut dans les méninges; 
une seule fois cependant nous avons trouvé un nodule bien 
délimité au niveau de la pie-mére recouvrant la région de la 
corne d’Ammon. II était constitué essentiellement par des 
mononucléaires a protoplasma basophile et par un ou deux 
lymphocytes moyens, tandis qu’a sa périphérie on y voyait 
des cellules adventicielles. Autrement dit, l’infiltration des 
méninges et des pelits vaisseaux offre les mémes particularités 
dans le bulbe, dans la moelle, etc., et peut-étre est-elle plus 
intense dans ces derniéres régions. 

La méningite n'est pas uniformément prononcée ; méme dans 
un méme territoire ily a en effet des endroits ou linfiltration 
est considérable et d’autres ot linfiltration est réduite & quel- 
ques macrophages, fibroblastes, lymphocytes, mononucléaires 
basophiles. A la surface du cerveau, entre la pie-mére et 
lécorce, on apercoit une suffusion sanguine, la premiére 
couche est sillonnée par des capillaires et des petits vaisseaux 
allant dans diverses directions, coupés tantot transversalement, 
tantot longitudinalement; dans leurs parois on apercoit une 
infiltration par des mononucléaires basophiles et d'autres 
ressemblant & des cellules plasmatiques. Leur nombre varie 
d'une région &l’autre. Parfois ces cellules sont nombreuses et 
enveloppent complétement le vaisseau. Il existe en outre dans 
la premiere couche une hypertrophie et une hyperplasie des 
cellules névrogliques qui réalisent tantot une formation nodu- 
laire assez bien circonscrite, tantot une formation lache et 
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diffuse. Rarement on rencontre de yéritables rosettes, dans la 
constitution desquelles les cellules en batonnet jouent un role 
assez important. 

On voit ca et la des petits nids d’astrocytes. En dehors de ces 
nodules névrogliques on apergoit dans la substance grise heau- 
coup de cellules en batonnet et des astrocytes. 

Les cellules nerveuses sont en général intactes; ni leur 
substance cromatophile ni leur appareil neurofibrillaire ne 
sont altérés, 

Le protoplasma des cellules névrogliques se teint en bleu par 
la thionine. Les gros nodules typhiques sont situés dans toutes 
les couches de I’écorce et ne paraissent affecter davantage 
lune ou l'autre, cependant ils paraissent un peu plus fréquents 
dans les couches moyennes; ces nodules offrent des formes et 
des dimensions, voire méme des structures différentes. En 
général ils ont une structure complexe, c’est-a-dire que des 
éléments d’ordre différent prennent part & leur constitution. 

En résumé, dans les formes graves de typhus exanthéma- 
tique, les Iésions sont généralisées & tout le systeme nerveux 
central et périphérique inclusivement, les ganglions spinaux et 
les ganglions des nerfs craniens. Il existe dans tous les nerfs 
périphériques, dans les nerfs optique et olfactif un processus 
de périendonéyrite, qui se propage de la surface du nerf vers 
la profondeur, et de la périphérie sur tout son parcours 
jusqu’aux ganglions spinaux correspondants. Kn dehors de 
Vinfiltration des espaces lymphatiques et des veinules on 
trouve, dans les nerfs périphériques et dans les nerfs craniens, 
des nodules en rapport intime avec le trajet des vaisseaux. IIs 
sont constitués d’habitude par des lymphocytes, des mononu- 
cléaires basophiles, des cellules plasmatiques, des polynucléaires 
et aussi par des cellules provenant de la gaine externe des vais- 
seaux. L’endothélium est gonflé. La méningite, tout en variant 
d'intensité, se retrouve au niveau de l’axe spinal, du cervelet 
et du cerveau. Dans tous les centres nerveux, et particuliére- 
ment dans la substance grise, on trouve des nodules presque 
toujours en rapport avec le trajet des petits vaisseaux et de 
leurs ramifications, dont la constitution varie avec les régions 
ot ils apparaissent. Dans les ganglions spinaux ils peuvent 
simuler l’aspect des nodules rabiques; dans la substance 
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blanche de la moelle, et surtout dans la premiére couche du 
cerveau, ils ont une forme arborescente et sont constilués par 
des cellules en batonnet et triangulaires. L’analyse des lésions 
lrouvées nous suggére l’idée que dans l'infection des centres 
nerveux, en dehors de la voie sanguine, la voie lymphatique 
joue un role principal, et qu’aux centres nerveux le virus 
arrive par un processus de névrite ascendante qui gagne pro- 
eressivement le trajet des nerfs, en envahissant les ganglions 
spinaux et craniens et presque en méme temps les centres 
nerveux correspondants. La virulence du liquide céphalo- 
rachiden, due probalement au processus de néyrite ascendante, 
contribue & la diffusion des lésions. D’ailleurs la pathologie 
expérimentale vient & l’appui de cette maniére de voir. En effet 
les recherches expérimentales de Homen et Laitinen (1), de 
David Orr et Rows (2), de Zalla (3) ont montré avec la derniére 
évidence que les microbes remontent vers les centres par les 
nerfs et qu’on peut suivre sur le parcours de ceux-ci jusque 
dans les ganglions et la moelle ot ils produisent des lésions. 
Déja les expériences plus anciennes de Vestea et Zagari, de 
Noccard, de Babés, de Roux avaient remis en évidence le fait 
que le virus rabique se propage au point de Vinoculation 
vers le systéme central. Depuis les expériences de A. Marie 
nous savons aussi que le poison tétanique est susceptible de 
suivre la voile nerveuse. Puis sont venues les expériences de 
Landsteiner et Popper, de Landsteiner et Levaditi, de Rémer 
et les nétres qui ont montré, a Vaide des expériences trés 
précises, que la propagation du virus dans la polyomyélite 
infantile se fait par les nerfs périphériques. 

Il est vrai quil y a des auteurs qui ont nié la possibilité 
d’une propagation des microbes le long des nerfs jusqu’a la 
moelle. C’est ainsi que M. Sicard (4) a été amené & penser que 
la théorie de l’envahissement successif ascendant des troncs 


(1) E. A. Homen et Larrinen, Die Wirkung von Streptokoken auf periphere 
Nerven, Spinalganglien und das Riickenmark. Beitrdge zur pathologischen 
Anatomie und allgemeine Pathologie, 1899, 25, I. 

(2) D. Orr et R. G. Rows, Lésions of the spinal cord. Review of Neurology and 
Psichiatry, 1906, 4. 

(3) Mario Zatta, La névrite ascendante, Firenze, 1913. 

(4) J.-A. Stcarp, Névrite.ascendante et syringomyélie conséculive. Revue 
neurologique, 1905, 13. Le syndrome de névrile ascendante, Rennes, F. Simon, 
A905. 
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nerveux par des microbes banaux ou spécifiques ne mérite 
pas gain de cause. 

Cependant Vexistence de la névrite ascendante, c’est-a-dire 
d'un processus pathologique qui se propage de proche en 
proche de la périphérie vers la moelle, ne fait pas de doute. 
Nous avons publié, en 1898 (1), un exemple classique de ce genre 
ou nous avons pu suivre le processus pathologique & partir de 
la zone infectée, dans lespéce la partie inférieure de la jambe, 
le long des nerfs jusque dans la moelle épiniére correspon- 
dante. 

Aprés nous, Guillain, Dejerine et André Thomas, Léri, Zalla, 
sont revenus sur la question en publiant des documents ana- 
tomo-cliniques ou des recherches expérimentales pour soutenir 
l’existence de la névrite ascendante. 


(1) G. Martnesco, Contribution a l'étude de la névrite ascendante. La Presse 
Médicale, 1898, n° 96. 


SUR LA REPARTITION DU MANGANESE 
DANS L’ORGANISME DES PLANTES SUPERIEURES 


par Garr, BERTRAND et Mme M. ROSENBLATT. 


L’existence du manganése dans les organes des plantes a été 
recherchée dans un nombre déja considérable de cas, et, récem- 
ment, nous avons démontré que l’on devait la considérer 
comme tout a fait générale, les exceptions signalées n’étant 
dues qu’a l'emploi de méthodes analytiques incorrectes ou d’une 
sensibilité insuffisante (1). 

Nous nous sommes préoccupés, depuis, de déterminer, d’une 
fagon plus compléte et plus précise qu’on l’avait essayé jus- 
quici, le mode de répartition du métal dans les organes des 
plantes et, en particulier, des plantes supérieures. On s’était 
contenlé de comparer seulement quelques organes d’une méme 
plante ou, plus habituellement, des organes appartenant & des 
individus d’origines et méme d'espéces différentes. En outre, 
on avait négligé de tenir compte de la période de végé- 
tation qui, cependant, influe beaucoup sur la composition 
chimique. 

Il nous a semblé que, pour mieux apprécier [importance phy- 
siologique du manganese, il fallait doser Je métal, non seule- 
ment dans le plus grand nombre possible d’organes, mais encore 
dans les organes d’une méme espéce recueillie & un moment 
déterminé de la végétation. C’est ce que nous avons fait sur une 
dicotylédone, le tabac des paysans, et sur une monocolylédone, 
le lys du Japon. Les résultats ainsi obtenus donnent une trés 
bonne idée de ce qui se dégage d’essentiel de plusicurs cen- 
taines de dosages que nous avons effectués en méme temps sur 
les organes d’autres plantes (2). 


(1) C. R., 1924, 173, p. 333. Avec plus de détails : ces Annales, 1921, 35, p. 815. 


(2) Par la méthode indiquée antérieurement : Bull. Soc. chim., 4 série, 
1913, 9, p. 361. 
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Tabac des paysans (Nicotiana rustica L.). 


Cultivé dans le jardin du laboratoire et récolté au moment de la floraison. 
Les capsules et les graines ont été recueillies plus tard sur d'autres pieds 
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Lys du Japon (Lilium lancefolium rubrum). 


Tous les dosages ont été effectués sur les organes réunis de deux pieds 
récoltés au moment de la floraison. 
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Ces résultats, portant sur les organes les plus divers et dont 
plusieurs n’avaient pas encore élé examinés, confirment, tout 
dabord, la conclusion générale que nous avons rappelée au 
commencement de cetle note. Ils mettent en évidence, ensuite, 
une localisation intéressante du manganése : c'est dans les 
organes ow les transformations chimiques sont le plus intenses 
que se trouvent les plus fortes proportions du métal. Pichard 
avait fait observer en 1898 que le « manganése parait se con- 
centrer dans les parties de la plante en activité végétalive, dans 
les feuilles, les Jeunes pousses (1) » et, plus récemment, Jadin 
et Astruc avaient déduit de leurs recherches que « les organes 
chlorophylliens paraissent, dans un végétal, étre plus riches en 
manganese que les parties souterraines (2) ». Les résultats que 
nous venons de présenter montrent que les organes reproduc- 
teurs, ot les phénoménes d’échanges sont trés intenses, se 
placenta cdté des feuilles, des jeunes pousses et, d’une maniére 
générale, des organes chlorophylliens. 

Au contraire, le bois, dont le role est plutét passif, est remar- 
quablement pauvre. 

Enfin les graines renferment une provision élevée de métal, 
destinée, sans doute, 4 subvenir plus tard aux premiers besoins 
de la jeune plante. 


(EG a2. ZOunpeadoces 
(2) Journ. Pharm. Chim., 7° série, 1913, 7, p. 155. 


IMMUNITE CELLULAIRE ET HUMORALE 
CHEZ LA CHENILLE 


(TROISIEME MEMOIRE) 


par S. METALNIKOW et H. GASCHEN. 


(Avec la planche III). 


PHENOMENE DE PFEIFFER ET BACTERIOLYSE CHEZ LES CHENILLES 


Dans les nombreuses expériences que nous avons faites 
jusqu’a présent sur ’immunité des chenilles de Galleria, nous 
avons eu affaire & des microbes qui sont trés facilement 
englobés et digérés par les phagocytes. C’est pourquoi il était 
possible d’affirmer que ’immunité naturelle et acquise est une 
immunité purement cellulaire. C’est une régle générale qui 
souffre cependant des exceplions. L’année passée, en faisant 
des expériences sur le choléra et la dysenterie nous avons 
vu plusieurs fois, chez les chenilles immunisées contre 
cette maladie, une vraie bactériolyse, véritable phénoméne de 
Pfeiffer. 

Ce phénoméne a été décrit par Paillot (1) chez les chenilles 
adultes de Noctuelles inoculées avec B. melolonthe non lique- 
faciens. D’aprés cet auteur, le principal rdle de défense dans 
Yorganisme de ces chenilles est joué par une bactériolyse. La 
phagocytose ne joue ici qu’un role trés secondaire. Vu le trés 
grand intérét que présentent tous ces faits pour l'étude de 
VYimmunité chez les invertébrés, nous avons repris ces expé- 
riences. 

Comme point de départ nous avons pris le vibrion cholé- 
rique ct les bacilles dysentériques qui se bactériolysent, comme 
on sait, trés facilement. 

Le D' Legroux nous aaimablement fourni différentes cultures 


(1) C. R. Ac. Sc., 1919, p. 1122 et 1924, p. 397. 
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de vibrions cholériques et de bacilles dysentériques de la col- 
lection de l'Institut Pasteur. Nous nous faisons un plaisir de le 
remercier pour son aimable concours. 

Parmi les différentes cultures que nous avons essayées, deux 
étaient particulidrement virulentes pour les chenilles, ce sont : 
la culture Pot et la culture Slow. Injectées, méme a dose trés 
minime, elles donnaient toujours uae maladie mortelle. 


Expérrence 399. — Cing chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d'une émulsion 
tres faible (une-deux anses pour 1 cent. cube d’eau physiologique) d'une 
culture Show de vingt-quatre heures. 

Dix-vingt heures apres toutes les chenilles sont mortes. 

Pendant toute la durée de l’expérience les chenilles sont maintenues a la 
température de 37°. Le sang est examiné une demi-heure aprés linoculation, 
puis d’heure en heure jusqu’a vingt-quatre heures. 

Pendant les premiéres heures qui suivent Vinoculation, on ne trouve pas 
de vibrions dans le sang. De la deuxiéme & la troisiéme heure, les vibrions 
apparaissent rapidement et en grande quantité. Les vibrions sont devenus 
plus vigoureux, plus robustes et se colorent trés intensément. On pourrait 
supposer qu'il se produit une nouvelle race de vibrions bien adaptée a lorga- 
nisme de la chenille. La multiplication des vibrions devient de plus en plus 
rapide. A partir de la quatriéme heure, tout le sang est rempli par des 
masses de vibrions. La phagocytose fait alors défaut. Le nombre des leuco- 
cytes et des phagocytes diminue rapidement. Quelques rares leucocytes 
vacuolisés et déformés sont entourés par des amas de vibrions. A partir de 
la huitiéme-dixiéme heure les chenilles sont fortement malades. Elles devien- 
nent brun-noir, se déplacent trés lentement et meurent de seplicémie. Si on 
injecte des quantités plus fortes de vibrions virulents, lévolution de la 
maladie est encore plus rapide et les chenilles meurent en cing-sept heures 
avec les mémes svmptOmes de septicémie. 


L’évolution de la maladie est tout autre si la chenille est 
contaminée avec des cultures peu virulentes. 

Parmi les différentes cultures de vibrions cholériques que 
nous avons essayées, ce sont les cultures Salimbeni qui se sont 
montrées les moins virulentes pour les chenilles. Il fallait 
injecter des duses trés considérables pour provoquer une 
maladie mortelle. 


Expérience 400. — Cing chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d’une émul- 
sion trés Gpaisse de choléra Salimbeni sur gélose de vingt-quatre heures 
(trois-quatre gouttes d'une émulsion mise dans 1 cent. cube d’eau physiolo- 
gique). Vingt-quatre heures aprés l'injection, toutes les chenilles sont mortes. 
Les doses moins fortes ne déterminent pas de maladie mortelle. 

En examinant le sang des chenilles infectées, nous avons pu constater 
que la réaction phagocytaire commence aussitot aprés Vintroduction des 
vibrions. Mais elle est trés faible au commencement et la plus grande partie 
des vibrions reste libre, extracellulaire. 
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Dés la deuxiéme heure on observe un commencement d’altéralidn des 
vibrions, tout au moins dune partie d’entre eux. Les vibrions sont trans- 
formés en granules trés typiques. C’est le phénoméne de Pfeiffer observé 
sur les cobayes immunisés contre le choléra et inoculés dans le péritoine 
avec le vibrion cholérique. Avec le temps la bactériolyse devient de plus en 
plus intense. Vers la sixiéme-huiligme heure, l'aspect du sang sur frottis 
est le suivant : 

Rares yibrions intacts: une grande quantité des granules surtout au voisi- 
nage des leucocytes et phagocytes; proportion assez élevée des phagocytes 
vacuolisés, déformés et en stade de phagolyse. Vers la dixiéme-douziéme 
heure on ne trouve plus dans le sang de vibrions intacts. Tous les vibrions 
sont bactériolysés et digérés par les phagocytes. Sur les coupes, on voil 
quelques agglomérations de phagocytes et des capsules typiques remplies 
des débris de ces microbes, pigmentés en brun-noir. 

Mais la chenille n’est pas sauvée, et apres la destruction compléte des 
masses de vibrions injectés elle devient de plus en plus malade et meurt 
une ou deux heures aprés. 


Nous supposons que la chenille meurt d’une intoxication 
produite par les endotoxines qui se dégagent aprés la bacté- 
riolyse des vibrions. 

Ainsi nous pouvons dire que l’évolution de la maladie chez 
la chenille dépend de la virulence et de la quanlité de vibrions 
injeclés. 

Les vibrions trés virulents, injectés méme & dose minime, 
sadaptent facilement aux humeurs de la chenille et produisent 
une septicémie mortelle. 

Les vibrions peu virulents, au contraire, sont tres vile 
digérés et bactériolysés s’ils sont injeclés en petite quantité. 
Si la dose injectée est plus considérable, la chenille parvient 
bientot & détruire tous les vibrions; elle meurt cependant 
intoxiquée, mais aseptiquement. La chenille succombe a l’infec- 
tion au moment méme oii elle était sur le point d’étre entiére- 
ment débarrassée des vibrions injectés dans son corps. Ila 
toujours été affirmé et on croit généralement que, chez les 
animaux qui meurent & la suite d’une infection aigué, la pha- 
gocytose ne joue aucun role. 

Nous avons yu, au contraire, que dans toutes les infections 
aigués et mortelles, ainsi que dans le choléra, la phagocytose 
entre en jeu. A coté de la bactériolyse, se voit toujours la 
phagocytose. Les vibrions sont englobés par les phagocytes 
et trés vile digérés. Mais & partir de la quatriéme-cinquiéme 
heure, on trouve trés peu de vrais phagocytes dans le sang. La 
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plus grande partie des phagocytes et leucocytes est atlirée vers 
les organes internes, surtout dans la région du ceeur ow il se 
forme des aggloméralions et des capsules. C'est ici que se 
produit la destruction en masse des microbes englobés et la 
transformation de ces microbes en un pigment brun-noir. On 
peut dire que ces agglomérations et ces capsules jonent le rdle 
de la rate et des glandes lymphatiques des animaux supérieurs. 

Comme la rate et les glandes lymphatiques, ces aggloméra- 
tions et ces capsules fixent les microbes et les isolent du sang 
et des autres organes internes en les détruisant et en les 
digéranlt. 

Le tableau bactériologique qu’on observe chez les chenilles 
inoculées par le choléra mortel est analogue 4 celui qu’on 
obtient chez les animaux supérieurs. 

D'aprés les recherches récentes de G. Sanarelli, l'injection 
d'une dose mortelle de vibrions dans le péritoine du cobaye a 
tout dabord, comme effet immédiat, la soudaine et abondanle 
irruption des vibrions dans le torrent circulatoire. Mais cette 
vibriocémie ne dure pas longtemps. Déja, & partir de la 
deuxiéme ou troisiéme heure, le nombre des vibrions dans le 
sang diminue rapidement Jusqu’a devenir excessivement petit 
ou a disparaitre enti@rement de la douziéme heure jusqu’a la 
mort. 

Les propriétés bactéricides acquises par le milieu péritonéal, 
bien que capables de déterminer la transformation granulaire 
en masse des vibrions, n’arrétent ni Jeur exode vers le sang 
ni leur facullé germinative. Apres trois heures, toute activité 
phagocytaire est éteinte, tandis que la transformation granu- 
laire extracellulaire des vibrions augmente de plus en plus 
jusqu’a devenir totale. 

En effet, au bout de six heures, on ne rencontre plus que 
des granulations libres. 

Cependant cette épuration microbienne progressive, accom- 
plie par les phagocytes et la bactériolysine chez les cobayes 
ayant recu des doses mortelles de vibrions, n’a pas d’action sur 
Vissue finale de la maladie. Ils meurent avec une rapidité plus 
ou moins grande; ni la marche du processus périlonéal ni le 
succes plus ou moins décisif obtenu localement par l’afflux 
tardif des phagocytes n’ont aucune influence. 
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On a beaucoup discuté sur la nature et lorigine de ces 
anticorps bactériolytiques. Pfeiffer (1), dans ses travaux sur 
Vimmunité, rejette Vidée de Metchnikoff qui affirmait que les 
bactériolysines sont d’origine leucocytaire. Il fait appel & une 
sécrétion endothéliale. Dans un travail postérieur (2) accompli 
en collaboration avec Marx, il renonce & cette hypothése et se 
range du coté de ceux qui mettent en cause les organes héma- 
topoiétiques. 

D'un autre coté, toute une série de travaux exécutés a l’In- 
stitut Pasteur par Metchnikoff (3), Bordet (4), Mesnil (5), Salim- 
beni (6), Cantacuzéne (7), etc., ont démontré la nécessité de 
Vintervention des leucocytes dans la production du phénoméne 
de Pfeiffer. 

Des expériences et observations que nous venons d’exposer, 
nous pouvons tirer les conclusions suivantes relativement a 
Pévolution du choléra chez les chenilles inoculées avec des 
doses diverses de vibrions : 

Si la dose employée est trés faible, au bout de quinze-vingt- 
quatre heures la chenille redevient normale. Tous les microbes 
sont englobés et digérés par les phagocytes et par les capsules. 

La dose minima mortelle varie, on le sait, avec les espéces 
de vibrions. Si les vibrions sont trés virulents, ils s'adaptent 
tres facitement aux humeurs de la chenille et provoquent une 
septicémie. Les vibrions ne sont ni bactériolysés, ni phago- 
cytés. 

Au contraire, les vibrions peu virulents donnent une maladie 
mortelle au cas ou ils sont injectés en grande quantité. Is sont 
cependant phagocytés et transformés en granules. 

La transformation sphérulaire extracellulaire des vibrions 
est due & des substances bactériolytiques qui apparaissent dans 
le sang. Aprés deux-quatre heures tous les vibrions sont ordi- 
nairement transformés en granulations et bactériolysés. Cette 
bactériolyse est toujours accompagnée d’une leucolyse plus 


(1) Zeit f. Hygiene, 1894. 
(2) Zeit. f. Hygiene, 1898. 
(3) Ces Annales, 1895. 
(4) Ces Annales, 1895. 
(5) Ces Annales, 1896. 
(6) Ces Annales, 1898. 
(1) Ces Annales, 1898. 
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ou moins intense. Mais la bactériolyse ne sauve pas la che- 
nille qui devient de plus en plus malade et meurt en quelques 
heures. 

Nous avons fait. les mémes expériences avec un autre 
microbe trés facilement bactériolysable : le bacille dysenté- 
rique de Shiga. 

Ce bacille est trés virulent pour les chenilles. 

Si la dose en est faible, la chenille résiste bien et redevient 
normale en quinze-vingt-quatre heures. ; 

Au contraire, lorsque cette dose est forte (1/80-1/40 cent. 
cube d’une émulsion épaisse), la chenille devient de plus en 
plus malade el meurt de septicémie en quinze-yingt-quatre 
heures. 

Les bacilles dysentériques peu virulents donnent une maladie 
mortelle s’ils sont injectés & forte dose (1/40-1/20 cent. cube 
d’une émulsion épaisse). Dés la deuxiéme-quatrieme heure, on 
observe un commencement d’altération des bacilles et leur 
transformation en gros granules. 

Vers la huitiéme-douziéme heure, on ne trouve plus de 
bacille intact. Mais la chenille n’est pas sauvée. Elle devient 
trés malade et meurt le lendemain. Comme dans le choléra, le 
bacille dysentérique donne deux maladies différentes. 

La culture trés virulente provoque une seplicémie mortelle. 

La culture peu virulente provoque une intoxication mortelle 
au cas ot elle est injectée en grande quantité. Cette intoxica- 
lion est toujours accompagnée d’une bactériolyse, d’une leuco- 
lyse et d'une destruction cellulaire. 

Le fait qui peut sembler curieux dans celte expérience est 
que la bactériolyse compléte des microbes ne sauve pas l'ani- 
mal. Cela semble indiquer que la bactériolyse seule n’est pas 
capable de protéger lorganisme contre les microbes et leurs 
toxines. Les leucocytes et phagocytes sont tout & fait indis- 
pensables. 

La phagocytose joue ici, comme dans tous les autres cas 
d'immunité naturelle et acquise, le réle principal; ce n’est pas 
une manifestation secondaire et collatérale comme le pens 
Paillot (1). Ce sont les leucocytes qui, par la diffusion de leurs 


(1) C. R. Ac. Se., 1919, 169, p. 1122. 
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ferments intracellulaires, transforment les vibrions en gra- 
nules et les digérent. C'est grace & la voracité des phagocyles 
que les microbes sont englobés et digérés. Cest grace a l’acti- 
vité des leucocytes que de grandes masses de microbes sont 
fixées et enfermées dans des capsules ow elles sont divérées et 
transformées en un pigment brun-noir. 

Si les phagocytes sont détruits et lear action paralysée par 
les toxines ou endotoxines, l’animal meurt méme dans le cas 
ot tous les microbes sont transformés en granules et bacté- 
riolysés. 


L’IMMUNITE ACQUISE 


Comme nous l’avons déja démontré dans des publications 
précédentes (1), les chenilles de la mite des abeilles sont tres 
facilement immunisées contre différents microbes. Les pre- 
miéres expériences furent faites avec le B. perfringens, des 
pneumocoques, des bacilles dysentériques et typhiques. On 
réussit plus facilement avec les microbes du groupe B. (Ces 
Annales, 34), cest-a-dire avec des microbes d’une virulence 
moyenne. 

Mais les chenilles s’immunisent aussi trés rapidement contre 
les microbes les plus dangereux (groupe () tels que Pro/eus, 
B. coli, vibrions cholériques, etc. On peut déterminer l'immu- 
nisation par des méthodes variées par l’injection: 1° d'une 
vieille culture atténuée; 2° d'une cullure virulente chauffée 
a 58°; 3° de doses trés minimes de cultures jeunes virulentes. 
Une nouvelle inoculation, faite vingt-quatre heures ou plu- 
sieurs jours aprés la premiére avec une émulsion de microbes 
virulents, ne détermine plus de maladie mortelle. 

De nombreuses expériences nous ont démontré que les 
chenilles sont trés sensibles aux variations de virulence des 
différentes races de cultures de la méme espéce microbienne. 
Les cultures anciennes, les cultures de microbes qui ont vécu 
longtemps sans passage sur les milieux arlificiels, perdent 
complétement leur virulence pour les chenilles. J’ai étudié a 
ce point de vue les différentes races de Proteus et de Subtilis qui 


(4) ©. R. Soc. de Biol., 83. Ces Annals, 35. 
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sont ordinairement excessivement virulents pour les chenilles. 
Parmi ces races, j’en ai trouvé quelques-unes qui tuaient la 
chenille en 4-7 heures; d’autres étaient d’une virulence 
moyenne, et enfin il y avait des races qui étaient tout a fait 
inoffensives. 

Voila pourquoi, avant de commencer des expériences sur 
immunisation des chenilles, il est nécessaire de connaitre 
exactement la virulence des cultures employées. 

Pour déterminer la virulence des cultures, on prend une 
culture de vingt-quatre heures sur gélose; on ajoute 4 cent. 
cube d'eau physiologique et, en raclant la couche des microbes, 
on prépare ainsi une émulsion assez fine. 

On prend ensuite 5 tubes a essai avec 1/2 cent. cube d'eau 
physiologique et on y ajoute 1, 2, 3, etc., anses de l’émulsion 
préparée. Si la culture est trés peu virulente, on ajoute dans 
les tubes, non des anses, mais des gouttes. 

Ainsi préparées, les émulsions diluées sont injectées aux 
chenilles. Par celte méthode, nous pouvons trés facilement 
trouver la dose minima mortelle pour la chenille et com- 
mencer nos études sur l’immunisation. 

Comme exemple, nous donnons ici plusieurs expériences 
faites avec différents microbes : 


Expérience 340. 


I, — 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube dune émulsion de B. coli n® 3 
(c’est-a-dire 3 anses dans 1/2 cent. cube d’eau physiologique). 
Trois jours aprés, les mémes chenilles recoivent 1/80 de cent. cube 
dune émulsion n° 5 (5 anses dans 1/2 cent. cube d’eau physiolo- 
gique. Dose minima). 
24-48 heures apres linjection toutes Jes chenilles sont vivantes. 


Il. — Contréle. — 5 chenilles normales non immunisées recoivent la méme 
dose mortelle de culture virulente. 
15-24 heures aprés l’injection, toutes les chenilles sont mortes. 


EXpEéRIENCE 290. 


!..— 5 chenilles regoivent 1/80 de cent. cube d’une émulsion de B. dysenté- 
rique Shiga provenant de vieilles cultures (émulsion de V gouttes 
dans 1/2 cent. cube d’eau physiologique). Toutes les chenilles 
sont vivantes. 

Deux jours apres les mémes chenilles recoivent une dose mortelle 
1/80 de cent. cube d'une émulsion n° 3 (cultures jeunes de vingt- 
quatre heures sur gélose). 

24-48 heures aprés cette injection 4 chenilles sont vivantes;1 est morte. 
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Il. — Conéréle. — 5 chenilles témoins recoivent la méme dose mortelle 
1/80 de cent. cube d'une émulsion n° 3 (culture jeune sur gélose). 
20-24 heures aprés l’injection toutes les chenilles sont mortes. 


Expérience 347. 


Ie — Le 3 janvier 1921, 6 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d'une 
culture de cing jours de B. coli (émulsion n° 4). 
Le 4, les mémes chenilles recurent 1/80 de cent. cube d’une culture de 
trois jours (émulsion n° 2). é 
Le 6, les mémes chenilles regoivent une dose mortelle 1/80 de cent. 
cube d'une culture de vingt-quatre heures (émulsion n° 8). 
24-48 heures aprés cette injection toutes les chenilles sont vivantes. 
Il. — Contréle. — 6 chenilles témoins recoivent la méme dose mortelle de 
B, coli (culture de vingt-quatre heures). 
Vingt-quatre heures aprés toutes les chenilles sont mortes. 


EXPERIENCE 337. 


I. — Le 8 février 1921, 5 chenilles regoivent 1,80 de cent. cube dune cul- 
ture de Choléra chauffé 4 58° (une heure). 
Le lendemain les mémes chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d'une 
culture jeune du Choléra Pot. 
Apres 24-48 heures toutes les chenilles sont vivantes. 
Il. — Contréle. — 5 chenilles témoins recoivent la méme dose du Choléra 
Pot. 
Vingt-quatre heures aprés, toutes sont mortes. 
Ill, — Le 8 février 1924, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d'une cul- 
ture de Choléra chauffé a 100°. 
Le lendemain elles subissent une injection d'une dose mortelle de 
Choléra Pot. 
Vingt-quatre heures aprés, 3 chenilles sont vivanles, 2 sont mortes. 
Quarante-huit heures aprés, toutes les chenilles sont mortes. 


Expérignce 403. 


I. — Le (er juin, 3 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d'une culture de 
Choléra chauffée a 58°. 
Le 2, 3 chenilles recoivent 1/40 de cent. cube d’une culture de Choléra 
chauffée a 58°. 
Le 10, les mémes chenilles sont infectées par une dose mortelle du 
Choléra Sal. 
24-48 heures apres: 2 vivantes, 1 morte. 
ll. — Controle. — 5 chenilles témoins recoivent la méme dose de Choléra 
Sal. 
Vingt-quatre heures apres: 1 vivante, 4 mortes. 


ExpbRIENCE 408. 
I. — Le 26 mai, 10 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d'une culture de 
Choléra Sal. chauffé a 58°. 
Le 28, les mémes chenilles recoivent 1/80 de cent. cube @une émulsion 
de vibrions cholériques vivants (faible dose). 
17 ’ 


aS) 
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Le 15 avril, toutes ces chenilles se transforment en papillons. 

Le 20, 5 papillons recoivent une dose minima mortelle de Choléra 
vivant. 

Vingt-quatre heures aprés celte injection: 4 papillons sont vivants, 
4 est mort. 


Il. — Contréle. — 5 papillons normaux, non immunisés, regoivent la mém e= 
dose de Choléra vivant. 
Vingt-quatre heures apres, tous les papillons sont morts. 


Exensrience 440. 


1. — 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube de Choléra chauffé a 58°. 
Le lendemain elles recoivent une dose mortelle de Choléra vivant. 
24-48 heures aprés cette injection toutes les chenilles sont vivantes. 


Il. — Contréle. —5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube cde culture de Cho - 
léra chauffé a 58°. 
Le lendemain elles recoivent une dose mortelle du bacille dysenté- 
rique Shiga. 
Vingt-quatre heures aprés celte injection, toutes sont mortes. 


De toutes ces expériences nous pouvons tirer les conclusion s. 
suivantes : 

1° Les chenilles sont facilement immunisées envers divers 
microbes ; 

2° L’immunisation se produit par différentes méthodes : 
a) par Vinjection d’une vieille culture atlénuée; 6) par une 
culture virulente chauffée & 58°; c) par des doses tres minimes 
de cultures jeunes virulentes ; 

3° Les microbes chauffés a 100° ne conférent pas ’immunité; 

4° Les chenilles qui ont acquis l'immunité la conservent 
jusqu’a la fin de leur vie ; 

5° Liimmunité acquise est transmise au papillon; 

6° Liimmunité acquise est spécifique. 


LA RAPIDITE D’IMMUNISATION 


Un fait étonnant & remarquer dans ces expériences, c’est la 
rapidité avec laquelle limmunité est acquise. Déja 20-24 heures 
aprés [inoculation du vaccin, la chenille est complétement 
immunisée contre des doses minimes mortelles. 

Quelques expériences que nous avions faites l’année passée 
nous avaient fait croire que les chenilles peuvent quelquefois 
s'immuniser encore plus vite. La virulence de la culture, 


* 
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surtout, joue le principal role. Si la culture n'est pas trop 
virulente, immunisation se fait beaucoup plus vite et plus 
facilement. 


Pour étudier ces questions, nous avons entrepris toute une 


série d’expériences avec une culture tres peu virulente de 
choléra Sal. 


Pour donner une maladie mortelle & la chenille avec cette 
culture, il fallait injecter une forte dose (1/80 cent. cube 
dune émulsion n°? 3 ou n° 4 (ILI-IV gouttes de l'émulsion-mére 
dans 1/2 cent. cube d'eau physiologique). 


ExPERIENCE 444. 


I. — Le 29 juin, a 2 h. 45, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube de 
choléra Sal. chauffé 4 58°. 
A 3h. 15, ec’est-a-dire une demi-heure aprés linjection, les mémes 
chenilles recoivent une dose minima mortelle de Choléra Sal. vivant 
1/80 de cent. cube d'émulsion n° 3. 
Vingt-quatre heures aprés toutes les chenilles sont mortes. 


II. — Le 29 juin, a 2 h. 42, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube de 
Choléra Sal. chauffé a 58°. 
A 3h. 45, cest-a-dire une heure aprés l‘injection, ces mémes chenilles 
recoivent 1/80 de cent. cube de Choléral Sal. vivant. 
Vingt-quatre heures apres, toutes les chenilles sont mortes. 


Ill. — Le 29 juin a 2 h. 45, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube de Choléra 
chauffé a 58°. 
A 4h. 45, cest-a-dire deux heures aprés l injection, elles regoivent 
1/80 de cent. cube de Choléra vivant. 
Vingt-quatre heures aprés, toutes les chenilles sont mortes. 


IV. — Le 29 juin, a 2h. 45, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube de Choléra 
chauffé a 58°. 
A 5 h. 15, e’est-a-dire deux heures et demie apres, elles recoivent 
1/80 de cent. cube de Choléra vivant. 
Vingt-quatre heures aprés, 1 chenille est vivanile, les 4 aulres sont 
mortes. 


V. — Le 29 juin, a 2h. 45, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube de Choléra 
chauffé a 58°. 
A 5h. 45, c’est-a-dire trois heures aprés linjection, elles regoivent 
4/80 de cent. cube de Choléra vivant. 
Vingt-quatre heures aprés, foules les chenilles sont vivantes. 


Vi. — Le 29 juin, a 3 heures, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube de 
Choléra chauffé a 58°. 
A 8 heures, c’est-a-dire quatre heures aprés I'injection, elles regoivent 
1/80 de cent. cube de Choléra vivant. 
Vingt-quatre heures aprés, 4 chenilles sont vivantes, { morte. 


VIL. — Le 29 juin, A 3 heures, 5 chenilles regoivent 1/80 de cent. cube de 
Choléra chaufflé a 58°. 
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A 8 heures, c’est-a-dire cing heures aprés, elles recoivent 1/80 de 
cent. cube de Choléra vivant. 
Vingt-quatre heures aprés, toutes les chenilles sont vivantes. 
VIII. — Controle. — Le 29 juin, 5 chenilles recoivent la méme dose mortelle 


de Choléra vivant. ; 
Vingt-quatre heures apres cette injection, toutes les chenilles sont 


mortes. 
Expérience 409. 


I. — Le 22 juin, 5 chenilles regoivent 1/80 de cent. cube d'une émulsion de 
Choléra chauffé a 58°. 
Une heure et demie aprés, ces mémes chenilles sont inoculées avec 
une dose minima mortelle de Choléra Sal. vivant. 
Vingt- quatre heures aprés, foules les chenilles sont mortes. 


Il. — Le 22 juin, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d’une émuision de 
Choléra Sal. chauffée a 58°. 
Trois heures aprés ces mémes chenilles sont inoculées avec une dose 
minima mortelle de Choléra Sal. vivant. 
Vingt-quatre heures apres loufes les chenilles sont vivantes. 


Ill. — Le 22 juin, 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube dune émulsion 
trés diluée de Choléra Sal. vivant. 
Trois heures apres le commencement de l'immunisation ces mémes 
chenilles sont infectées par une dose minima mortelle de Choléra 
Sal. 
Vingt quatre heures apres, loules les chenilles sont vivantes. 
IV. — Contréle. — Le 22 juin, 5 chenilles témoins qui recoivent la méme 
dose sont mortes en 15-24 heures. 


Toutes ces expériences montrent avec certitude que les 
chenilles peuvent s’immuniser avec une rapidité surprenante : 
trois heures apres le commencement de limmunisation, les 
chenilles sont bien immunisées vis-a-vis de doses stirement 
mortelles. 

Nous avons répété les mémes expériences avec des cultures 
trés virulentes : 


EXPERIENCE 356. 


I. — 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube d'une émulsion de bacille 
cholérique Pot. chauffée a 58e. 
Trois heures elt demie aprés, les mémes chenilles sont infectées avec 
une dose minima mortelle de Choléra Pot. excessivement virulente. 
Vingt-quatre heures aprés cette infection, toutes les chenilles sont 
mortes. 


II]. — 5 chenilles recoivent 1/80 de cent. cube de Choléra Pot. chauffé 4 38°. 
Sept heures aprés le commencement de l'immunisation les mémes 
chenilles sont infeclées par une dose mortelle de Choléra Pot.: 
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Vingt-quatre heures aprés, loufes les chenilles sont vivantes. 
Quarante-huit heures aprés, low/es les chenilles sont mortes. 


III. — 5 chenilles de contrdéle qui recoivent la méme dose meurent en 
45-20 heures. 


D'aprés ces expériences, nous pouvons dire que les chenilles 
simmunisent beaucoup plus rapidement avec les cultures peu 
virulentes; tandis qu’avec la culture de Choléra Sal. (peu 
virulente), les chenilles sont immunisées en trois heures, avec 
la culture de Choléra Pot., au contraire, elles ne sont pas 
complétement immunisées apres sept heures. 


REACTION DES ELEMENTS DU SANG PENDANT L’IMMUNISATION 


Le sang des chenilles de Galleria est un liquide transparent, 
jaune, noircissant assez vite lair, & la surface duquel se forme 
une membrane noire. Cette propriété, commune au sang de 
tous les insecles, s’explique, ainsi que l’ont démontré Fiirth et 
N. Schneider, par l’action d’un ferment oxydant spécial sur le 
chromogeéne du sang. 

On trouve habituellement dans le sang des insectes plusieurs 
types de globules sanguins qui ont été décrits par Cuénot (1), 
Hollande (2), Metalnikow (3), Zotta (4). Derniérement, Paillot (5) 
a fait l'étude cytologique du sang des chenilles et, avec M. Hol- 
lande, a distingué quatre & cing espéces de différents globules 
sanguins : 


1° Lymphocytes; 

2° Proleucocytes (macronucléocytes de Paillot) ; 
3° Leucocytes (micronucléocytes de Paillot) ; 

4° Cellules sphéruleuses ; 

5° CEonocytes. 


Nous avons décrit toutes ces formes dans notre premier tra- 
vail sur les chenilles de Galleria. 
Vu le role important des phagocytes dans limmunité des 


(1) Cusnot. Arch. de Biol., 14, et Arch. d Anat. micr., 4. 
(2) Hotianng. Arch. zool. exp., 1911. 

(3) Merannikow. Arch. zool. erpér., 1918. 

(4) Zorta. C. R. Soc. Biol., 1924. 

(5) Pamtor. Ces Annales, 1919. 
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insecles, nous avons repris cette étude du sang et de ses élé- 
ments. 

L’étude cytologique a été faite par la méthode employée pour 
le sang de homme. 

Les frottis de sang (bien étalé) sont fixés cing & huit minutes 
par le colorant May-Griinwald et colorés 2 & 20 heures par 
le panchrome Pappenheim dilué (II, 1 gouttes par centimetre 
cube d’eau de robinet). 

Tous les éléments apparaissent ainsi tres nettement différen- 
ciés: le noyau est coloré en rouge foncé, le protoplasma en 
bleu violet. 

Nous distinguons six lypes différents de cellules (pl. III) : 

1*" type : Eléments & gros noyau et mince couche protoplas- 
mique ressemblant aux /ymphocytes du sang de 1’ homme (fig. 1). 

2° type : Grands éléments & gros noyau et 4 protoplasma 
fortement colorable. Ce sont les proleucocytes de Hollande et 
les macronucléocytes de Paillot (fig. 2). 


3° type : Grands éléments arrondis, 4 couche protoplasmique 
assez épaisse et colorée en bleu pale, & noyau plus petit que 
celui des proleucocytes. Souvent on trouve dans ces éléments 
des inclusions éosinophiles. Ce sont de vrais leucocytes ou pha- 
gocytes qui englobent les microbes et les corps étrangers (fig. 3). 

4° type : OEonocytes. Grandes cellules & protoplasma homo- 
géne (fig. 4). 

5° type : Cellules sphéruleuses. Ce sont de grands éléments 
remplis de sphérules, colorables en bleu violet foneé par le 
panchrome. On en rencontre en assez grand nombre, surtout 
aprés des injections de microbes. Elles semblent jouer un réle 
assez important dans le mécanisme de l’immunilé (fig. 5). 


6° type: Cellules sphéruleuses vides. Ce sont les mémes cel- 
lules sphéruleuses qui ont perdu leurs sphérules. Dans cet état 
leur protoplasma a aspect vacuolaire. On trouve souvent des 
stades intermédiaires entre les cellules sphéruleuses typiques 
et les cellules qui sont & demi ou presque entitrement vides 
(fig. 6). 

Nous avons souvent observé sur des préparations bien 


colorées par le panchrome la désagrégation de ces curieuses 
cellules (fig. 7). 
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Les sphérules et les vacuoles, ou elles sont incluses,. se 
séparent du noyau et se dispersent dans le sang. Si l’on prend 
une goutte de sang de chenille et si l'on y ajoute une quantité 
minime de rouge neutre, !es cellules sphéruleuses se colorent 
en rose. 

Ce qui prouve que ces sphérules ont une réaction acide bien 
marquée. Dans le sang normal il y a trés peu de ces cellules 
sphéruleuses el, c'est seulement apres injection de certains 
microbes qu’elles apparaissent en grande quantité. 

La composilion cytologique du sang varie beaucoup chez la 
chenille pendant l’infection. Voici le résultat de l’examen du 
sang de quelques chenilles infectées avec une émulsion de 
vibrions cholériques : 


Expénience 450.— Composition cylologique du sang normal de 2 chenilles. 


1° Proleucocytes et lymphocytes . . 45,4 p. 100 56 p. 100 

2 OMMEUCOCY LeSta sas) ae. Bae ede 50,4 — 42,7 — 

3°-Cellules ‘sphéruleuses. . < <9. 1: 3,2 — eee a 

LonCeWulessvides manera 1 -- 0 — 
ExpsérRIENcE 454. — Composition cylologique du sang de la chenille aprés 


Vinoculation de 1/80 de cent. cube dune émulsion de Choléra chauffé a 58°. 


APRES L INOCULATION 10 min.}30 min.} 14 h. Dens 5h. | 24h. | 48 h. 


Po nS ee ere ee a Fe | eee ey (eee eS 
p.100 | p. 100] p. 100 | p. 100] p. 100 | p. 100 | p. 100 


4¢ Proleucocytes et lymph.| 49,3 | 64,5 48 84 82 80 87 
ZOMIECLICOCVLCS Hm Mm mieinemt=| |e erlialea45.0 20 itd 16 7] 8 
3° Cellules sphérulaires . .| 41,9 | 9 4 2 2 3 5 
AON Ceuules tVviGdese) satelei 4k Ai 2 8 3 0 0 0 


Expiearence 452. — Composition cytulogique du sang de la chenille normale 
aprés inoculation d’une dose non mortelle de Choléra S vivant. 


APRES L°INOCULATION |45 min ]30min.]40min.| 2 h. 5h. 8h. | 24h. | 48 h. 


p. 100 | p. 100 | p. 100 | p. 100 | p. 100 | p. 100} p 100} p. 100 


1o Proleuc. etlymph.| 64,5 | 67,4 | 73 44 84,4 | 94,8 | 84,5 | 84 
20 Leucocytes. . . .| 30,5 | 25,4 | 24,3 Bg || Taye ; 16 14 
3° Cell. sphérul. . BAO | ae Sil wy i 0,4 la ||) 2585 2 
4° Cellules vides . .| 1,4 0,9 2 2.6 » » \ » 
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Exréntence 453. — Composition cytologique du sang de la chenille immunisée 
apres inoculation d'une émulsion de Choléra S vivant. 


APRES L’INOCULATION [45 mio.|/30 min./40 min.) 2 h. 5 h. 8h. | 24 bh. | 48 h. 

p. 100 | p. 100 | p. 100 | p. 100 | p. 100 | p. 100 | p. 100 | p. 100 
1° Proleuc. et lymph.]| 68,8 | 68,6 | 44,1 | 75,1 | 79,5 | 93,8 | 76,0 | 81,1 
29) Leucocytesin aac | loc 3,6 0,3 6.7 4,5 2535) 23, oud 
3° Cell. sphérul. 12 As) 3. Oni seao loom dige Hesey Eva) ae 
4° Cell. sphér. vides.}| 6,4 | 14,8 | 24,4 2,6 Ba 2,6 » 0,3 


En comparant ces différentes formules de deux chenilles nor- 
males (expérience 450), nous voyons que le pourcentage relatif 
des principaux types d’éléments ne varie pas beaucoup. Nous 
avons toujours & peu prés une moitié de lymphocytes et proleu- 
cocytes (46 p. 100, 56 p. 100) et la méme quantité de leucocytes 
vrais ou de phagocytes. Il y a trés peu de cellules sphéruleuses 
et cellules sphéruleuses vides. Nous obtenons un tout autre 
tableau aussitot aprés Pinoculation de doses trés faibles du virus 
chauffé et non chauffé (expériences 451 et 453). Le nombre des 
lymphocytes et des proleucocytes augmente considérablement. 
Trente minutes aprés linoculation, nous avons déja 64,5 p. 100 
de ces éléments et jusqu’a 84 p. 100 deux heures aprés lino- 
culation. 

Kn méme temps on constate une diminution rapide et pro- 
gressive du nombre de leucocytes vrais ou phagocytes. Trente 
minutes apres l’inoculation, on trouve seulement 24,5 p. 100 
de leucocytes au lieu de 50 p. 100 avant le commencement 
de l’expérience; deux heures aprés, cette quantité tombe jusqu’a 
11 p. 100 et méme 0,3; quatre a cing heures aprés linoculation, 
la quantité de phagocytes augmente considérablement, mais 
peu aprés elle retombe de nouveau. Quelle est la cause de cette 
disparition des phagocytes ? 

L’étude des frottis de sang etdes coupes de chenilles infectées 
démontre avec certitude que la plus grande quantité des pha- 
gocytes est attirée vers les organes internes, surtout dans la 
région du cur, ot ils forment de grosses agglomérations 
et des cellules géantes, remplies des microbes ingérés. C’est 
la aussi quil y a la formation de capsules dont nous 
avons parlé dans nos premiers mémoires. Comme nous l’avons 
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démontré, on constate aussi la destruction des phagocytes par 
phagolyse, surtout aprés l’inoculation de microbes trés viru- 
lents pour les chenilles. 

Les curieux éléments, dont nous avons donné la description 
plus haut — les cellules sphéruleuses — jouent aussi un grand 
rdle dans la marche de l’infection. Méme aprés Vinjection de 
virus chauffé, on trouve toujours une augmentation considé- 
rable des cellules sphéruleuses. Cette augmentation est souvent 
brusque, trente-quarante minutes aprés le commencement de 
Vexpérience. Mais elle ne dure pas longtemps. Les cellules 
sphéruleuses perdent assez vite leurs sphérules et se trans- 
forment en cellules vides. Souvent celte perte des sphérules est 
accompagnée de la destruction de la cellule (fig. 7). 

Plus le virus est virulent, plus la réaction des cellules est 
forte. Aussi, apres Vinjection d’une dose de choléra vivant, le 
chiffre des cellules sphéruleuses est monté jusqu’a 17,8 p. 100, 
tandis qu’au commencement de l’expérience il y en avait seule- 
ment 3,9 (expérience 452). 

Crest surtout apres immunisation que ces variations des 
éléments du sang deviennent rapides (expériences 453). Le 
nombre de phagocytes tombe jusqu’a 0,3, quarante minutes 
apres le commencement de l’expérience, et en méme temps 
le chiffre des cellules sphéruleuses atteint 34,5 p. 100 pour 
redescendre peu & peu jusqu’a 1,3 p. 100. 

Quel est le rdle de ces curieuses cellules? Sont-elles capables 
de produire un anticorps quelconque? Tel est le probleme qui 
se pose et que nous ne sommes pas en état de résoudre en ce 
moment. 


CONCLUSIONS 


En résumé les résultats de notre travail sont les suivants : 

1° Les chenilles de Galleria mell, sont trés sensibles & 
Vinfection des vibrions cholériques. 

L’infection se produit trés facilement par l’injection d’émul- 
sions de vibrions cholériques. 

L’infection ne se produit pas par ingestion. 

2° Le vibrion cholérique peut provoquer chez la chenille 
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deux maladies différentes. Si la culture injectée est trés viru- 
lente, elle donne a la chenille une septicémie mortelle. 

Au contraire, la culture peu virulente, injectée en quantile 
suffisante, provoque une intoxication qui est toujours accom- 
pagnée par le phénoméne de Pfeiffer et une bactériolyse tres 
intense. 

3° Nous avons observé les mémes phénoménes chez les 
chenilles infectées par des bacilles dysentériques peu virulents 
et trés virulents. 

4° Les chenilles simmunisent tres facilement contre les 
vibrions cholériques et les bacilles dysentériques de Shiga. 

5° La rapidité d'immunisalion dépend de la virulence des 
cultures. 

6° Les cultures peu virulentes conférent l’immunisalion en 
trois heures. 

7° Les cultures trés virulentes conferent Vimmunité en 
15-24 heures. 

8° L’injection de cultures vivantes et chauffées provoque 
chez la chenille injectée une réaction trés forte de toutes les 
cellules libres du sang. 

Le nombre des phagocytes diminue trés fortement 1-2 heures 
aprés Pinjection. 

Au contraire le nombre des lymphocytes et proleucocytes 
monte progressivement jusqu’a 80-90 p. 100. 

Le nombre des cellules sphéruleuses augmente aussi consi- 
dérablement. Peu aprés, toutes ces cellules perdent leurs 
sphérules et se désagrégent. Tous ces faits prouvent qu’elles 
jouent un role important dans limmunité des chenilles. 

9° Aprés Vimmunisation, toutes ces réactions cellulaires 
deviennent plus marquées et plus rapides. Ainsi, chez la 
chenille normale, la réaction phagocytaire se passe en 
2-3 heures; chez la chenille immunisée, la méme réaction se 
passe en 15-40 minutes. 

Le phénoméne de Pfeiffer chez la chenille normale a lieu 
au bout de 3-4 heures; chez la chenille immunisée le méme 
phénoméne a lieu au bout de 15-30 minutes. 

La phagocytose, la formation des cellules géantes et des 
capsules, la digestion des microbes, tout se passe beaucoup 
plus vite chez les chenilles immunisées. 
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Ainsi nous pouvons dire que l'immunilé est le résultat d’une 
réaction tres compliquée des différentes cellules de l’organisme. 
Puisque ces réactions sont involontaires, on peut dire que 
c'est un réflexe trés compliqué. 

En premier lieu il y a une réaction des différents leucocytes 
et phagocytes. Les globules blancs sont attirés ou repoussés 
par le microbe et ses toxines (chimiotaxie positive ou négative); 
en second lieu il y a une réaction phagocytaire, c’est-a-dire 
Yenglobement et la digestion des microbes; en troisiéme lieu 
il se passe une leucolyse et phagolyse qui mettent en liberté 
des ferments intracellulaires et des anticorps. Un peu plus 
tard, nous avons la réaction des cellules sphéruleuses qui 
jouent un role important dans l'immunité. 

Puis il y a la formation des cellules géantes et des capsules. 
Enfin, nous avons la réaction des organes hématopoiéliques 
qui produisent les globules du sang. 

Chez les animaux supérieurs, il y a en plus la réaction des 
vaisseaux et des nerfs. 

Toutes ces réactions sont spécifiques pour chaque microbe 
injecté, c est-i-dire que chaque microbe produit chez animal 
infecté une série de réactions bien déterminées. Ces réactions 
se différent par lintensité, par la durée et par la sensibilité 
que manifestent les différentes cellules envers l'un ou l'autre 
antigéne. } 

C’est ainsi que les réactions produites par les vibrions 
cholériques se different de celles qui sont produites par les 
bacilles tuberculeux ou par le charbon. 

Apres Vimmunisation, loules ces réactions des cellules 
deviennent plus rapides, plus intenses et plus efficaces. On 
peut dire que toutes les cellules deviennent plus sensibles 
envers le microbe donné. 

On peut dire que immunisation est la sensibilisation ou 
la mobilisation des différentes cellules envers des ennemis- 
microbes. Et ce changement de sensibilité et de réactions 
est la cause principale de l’immunisation et de limmunité 
acquise. 


(Laboratoire du professeur Mesnil, 4 l'Institut Pasteur.) 
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LEGENDE DE LA PLANCHE III 

Fic. 1. — Eléments a gros noyau et mince couche protoplasmique, ressem- 
blant aux lymphocytes. 

Fic. 2. — Proleucocytes, éléments a gros noyau et a protoplasme dense 
et fortement colorable. 

Fic. 3. — Leucocytes ou phagocytes vrais. 

Fic. 4. — OEonocytes. 

Fie. 5. — Cellules sphéruleuses. 

Fic. 6. — Cellules sphéruleuses vides. 

Fie. 7. — La destruction des cellules sphéruleuses. 

Fic. 8. — La phagolyse. 

Fie. 9-10. — Vacualisation des phagocytes trois a cing heures aprés lin - 
fection. 

Fic, 11. — Phagocytose chez une chenille normale cing heures aprés l’in- 


jection d'une dose mortelle de Choléra Sal. : 
Fig. 12. — Sang d'une chenille normale une demi-heure aprés l injection 


d’une dose mortelle de Choléra Sal. 


Fic. 


13. — Sang de chenille immunisée une demi-heure aprés l'injection 


de Choléra Sal. Phénoméne de Pfeiffer. 


LE DOSAGE COLORIMETRIQUE DE LA TYROSINE 
ET L'INDICE PHENOLIQUE DES PROTEIQUES 


Par Prerre THOMAS. 


(Laboratoire de M. Gabriel Bertrand.) 


J'ai cu déja VPoccasion, & propos du dosage du tryptophane 
dans les protéiques de la levure, d’étudier les méthodes colori- 
métriques proposées pour le dosage de cet acide aminé (1) et 
d’améliorer notablement le procédé indiqué par Herzfeld. J in- 
diquais & ce propos les grands avantages que présenteraient des 
méthodes colorimétriques pour le dosage de chaque acide 
aminé en particulier : elles exigent peu de substance, ce qui 
est souvent capital, et peuvent donner, entre des mains un peu 
exercées, des résultats d’une précision au moins aussi grande 
que celle des méthodes de dosage actuellement connues, basées 
sur la pesée de l’acide aminé isolé a l’élat de pureté ou d'un 
dérivé caractéristique. L’idéal serait de posséder pour chaque 
acide aminé une méthode colorimétrique distincte : on aurait 
ainsi un moyen d’étude des protéiques dont la commodité et la 
simplicité Vemporteraient de beaucoup sur tout ce qui est 
actuellement en usage. Nous sommes bien loin d’en étre 1a, 
comme nous allons le voir, et il est des cas ot il est préfé- 
rable, en attendant mieux, de renoncer & demander a la méthode 
colorimétrique le dosage d’un corps unique; on aura déja 
utiles renseignements si elle nous fournit un chiffre globa! 
correspondant & un ensemble de corps de méme fonction chi- 
mique contenus dans chaque molécule protéique. 


* 
ree 3 


Les méthodes colorimétriques de dosage des acides aminés 
actuellement connues ne s’appliquent encore qu’a trois de ces 


(1) P. Tuomas, Présence et dosage du tryptophane dans les matiéres pro- 
téiques de la levure, Bull. Soc. de Chimie biologique, 1914, 4, p. 67. 
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corps: la tyrosine (1), le tryptophane (2) et histidine (3). Ainsi 
que je l'ai indiqué plus haut, j’ai eu l’occasion de m’occuper 
du tryptophane; dans le présent travail, Je me suis proposé 
d’étudier le dosage colorimétrique de la tyrosine. 

La méthode colorimétrique proposée en 1912 par Folin et 
Denis repose sur l'emploi d'un réactif particulier, formé d'un 
mélange d'acides phosphotungstique et phosphomolybdique (4) . 
Leur mode opératoire est le suivant: 


On pese exactement une quantité déterminée de protéique séché — 1 er. 
par exemple — el on procéde a hydrolyse dans un ballon de 500 cent. cubes 
environ en chauffant au réfrigérant ascendant avec 25 cent. cubes d’acide 
chlorhydrique & 20 p. 100 pendant douze heures. On verse alors dans une 
fiole jaugée de 100 cent. cubes et on compléte le volume avec de leau. 
Pour le dosage, on préleéve exaclement 1 ou 2 cent. cubes de cette dilution 
que l’on verse dans une fiole de 100 cent. cubes avec 5 cent. cubes du réactif 
de Folin et Denis. Aprés cing minutes de contact, on ajoute 25 cent. cubes 
de solution saturée de carbonate de sodium, on m$lange et on améne a 
100 cent. cubes. Aprés dix minutes, on compare au colorimétre Duboscq 
avec une solution type préparée en méme temps que la premiére au moyen 
dune solution de tyrosine pure (dont on emploie, par exemple, 5 cent. cubes 
correspondant a 1 milligramme de tyrosine). 


Cette méthode semble @ prior simple et d’une exécution 
facile. En raison des applications multiples faites par les 
auteurs de la réaction sur laquelle elle s’appuie, on est en droit 
de se demander quel degré d’exactitude elle présente. D’ores et 
déja, un fait attire lattention : tous les chiffres trouvés par 
Folin et Denis eux-mémes sont plus élevés que ceux qui ont 
été indiqués par les divers auteurs et délerminés par la 
méthode gravimétrique. Les différences vont de 35 a plus de 
200 p. 100. Bien que un certain nombre des anciennes déter - 
minations soient sujettes & caution en raison du fait signalé 
par Abderhalden et Fuchs (5), que la tyrosine peut contracter 


(1) Form et Denis, Tyrosine in Proteins as delermined by a new colori- 
metric Method., Juurn. of. Biol. Chem., 1912, 12, p. 245. 

(2) P. Tuomas (loc. cit.) et Ces Annales, 1920, 34, p. 701. 

(3) Weiss et Ssosotew, Ueber ein colorimetrisches Verfahren zur quantita- 
tiven Bestimmung des Histidins, Bioch. Zeifs., 1913, 58, p. 119. 

(4) Fottn et Dents, loc. cil. Le réactif s’obtient en faisant dissoudre dans 
750 cent. cubes d’eau 100 grammes de tungstate de sodium, 20 grammes 
d'acide phosphomolybdique et 30 cent. cubes d’acide phosphorique a 85 p. 100. 
On fait bouillir deux heures a reflux, on refroidit et on complete a un litre. 

(5) AppeRHALDEN el Fucus, Ueber den Gehalt der Proteine an l-Tyrosin und 
die Genauigkeit der Bestimmung der Aminosaure. Zeils. physiol. Chem (a5 MES). 
83, p. 468. 
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une combinaison soluble avec des acides diaminés comme la 
lysine, ce qui diminue beaucoup le poids de tyrosine isolable 
directement, on ne peut admettre volontiers qu’il en soit ainsi 
dans tous les cas et que tous les auteurs aient pu commettre 
d’aussi graves fautes de technique. D’ailleurs, les savants déja 
cités, Ablerhalden et Fuchs, ont montré que la méthode era- 
vimétrique permet de relrouver intégralement la tyrosine intro- 
duite dans un mélange complexe d’acides aminés, pourvu que 
lon prenne certaines précautions. 

La nécessité de soumettre la méthode de Folin et Denis & un 
contréle serré apparait done nettement. 

J'ai commencé par répéter, en suivant exactement les indi- 
cations du mémoire de Folin et Denis, la technique de ces 
auteurs. Ils indiquent de comparer au colorimétre Duboscq, 
sous une €paisseur de 20 millimétres, la solution obtenue avec 
une solution type de tyrosine pure, la coloration maximum se 
développant dans environ dix minutes. On peut donc faire, 
@aprés eux, la lecture apres ce laps de temps. En faisant des 
lectures aprés divers temps, de dix minutes & une heure, il m’a 
semblé que ce point était mal défini et que le maximum de 
coloration n'est atleint que plus tardivement que ne le disent 
les auteurs; or, la vitesse avec laquelle se développe la colora- 
tion variant dans les divers liquides, on ne peut comparer que 
lorsque la coloration a atteint son maximum. 

Pour arriver 4 une certitude, j'ai opéré par comparaison avec 
un type fixe de coloration bleue identique a celle que donne la 
solution de tyrosine a 1/1.000 avec le réactif de Folin et Denis 
et d'intensité trés sensiblement égale sous |’épaisseur de 
20 millimétres. Ce type coloré a été préparé par tatonnements 
avec un mélange de carmin dindigo pur et de bleu dia- 
mine 3B, rabattu par un peu d’acide picrique. On trouve ainsi, 
en calculant l:s intensités de coloration (inverses des épais- 
seurs), les chiffres suivants : 


Temps Intensités Temps __Intensités Temps __ Intensilés 
minutes minutes minutes 
5 0,80 30 0,976 70 0,938 
Hats 0,87 35 0,968 85 0,953 
10 0,901 4.0 0,968 100 0) 944 
45 0,932 45 0,966 180 0,934 
20 0,944 50 0,96% 200 0,934 


25 0,953 35 096% 
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On en conclut quwil ne faut pas procéder & l’examen colori- 
métrique avant vingt-cing 4 trente minutes, ni aprés soixante 
minutes, & partir du moment ov a été faite l’addition de car- 
bonate de sodium. En examinant apres dix minutes, comme le 
recommandent les auteurs, l’erreur par rapport au maximum 
de coloration atteint pres de 8 p. 100 par défaut. 

Cette erreur, évidente, de leur technique a pour effet 
d’élever encore Jes teneurs, déj& assez peu vraisemblables, 
qu’elle fournit avec les divers protéiques. Mais on doit se 
demander si la méthode de Folin et Denis n’est pas sujette a 
caution pour d'autres raisons et, en particulier, si la colora- 
tion donnée par leur réactif avec les produits d’hydrolyse 
des protéiques est bien due uniquement a la tyrosine pré- 
sente. 

Dans leur travail déja cilé, Abderhalden et Fuchs ont objecté 
a Folin et Denis que leur réactif donne une coloration intense 
avec le tryptophane et loxytryptophane, acides aminés qui se 
trouvent fréquemment dans les produils d’ hydrolyse des pro- 
téiques. Dans une réponse dont le ton n’est pas celui dune 
discussion scientifique ordinaire, les auteurs américains parais- 
sent mettre en doute l'existence de l’oxytryptophane et, quant 
au tryptophane, ils déclarent qwils ont supposé que cet acide 
aminé ne résiste pas, ou seulement trés peu, au chauffage avec 
Vacide chlorhydrique bouillant tel quwil est indiqué dans leur 
mode opératoire. Au surplus, ils n’ont, disent-ils, jamais eu 
de tryptophane entre les mains et n’ont, par suite, pu vérifier 
exactitude de cette supposition (1). 

Cette omission est bien regrettable, car ayant soumis du 
lryptophane pur & l’ébullition avec de Vacide chlorhydrique 
pendant douze heures dans les conditions de la méthode de 
Folin et Denis, j'ai constaté que la solution fournit encore la 
plupart des réactions tryptophaniques (2) et en particulier, 
avec une intensité a peine affaiblie, la coloration bleue avec le 
réactif Folin-Denis. Je reviendrai dans un autre travail sur 
l’action de l’acide chlorhydrique, mais il n’en reste pas moins 


(1) Foun et Denis, On the Tyrosine Content of Proteins. A Reply to Abder- 
halden and Fuchs. Journ. of Biol. Chem., 1913, 44, p. 457. 
(2) Elle ne donne pas la coloration rouge avec eau de brome, cette réac- 
lion étant, en effet, empéchée par la présence d’acide chlorhydrique. 
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que la persistance de la réaction constitue déji un fort argu- 
ment contre l’emploi de la méthode des auteurs. 

Comme on le sait, la destruction du tryptophane est beau- 
coup plus complete en présence d’hydrates de carbone, par 
exemple, et donne alors lieu & la formation de produits humi- 
ques (1). Cependant, ce cas ne doit étre envisagé qu’avec cer- 
tains protéiques contenant des restes hydrocarbonés ou avec 
des corps tres impurs, mais non avec des produits bien préparés 
et purifiés. Par exemple, avec de la caséine préparée selon 
Hammarsten et de la gliadine obtenue d’aprés Osborne, j'ai 
obtenu a l’hydrolyse seulement une trés faible proportion de 
matiéres humigues. 

Folin et Denis ont envisagé la possibilité d’une formation de 
produits phénoliques pendant hydrolyse des protéiques et ils 
ont recherché la présence de tels corps dans les produits d’hy- 
drolyse de la caséine, avec un résultat négatif. J’ai fait égale- 
ment cetle recherche et je ne puis que corroborer ce résultat. 
Malheureusement, il semble que les auteurs américains n’ont 
pas pensé que des substances autres que des phénols puissent 
influer sur leur réactif; nous savons, au contraire, que beaucoup 
de corps agissent par leurs propriétés réductrices sur les com- 
posés molybdiques et tungstiques pour donner des colorations 
bleues. Dés 1909, MM. Richaud et Bidot signaiaient la colo- 
ration bleue donnée par les sels ferreux avec l’acide phos- 
photungstique (2), mais ils pensaient que cette réaction était 
suffisamment spécifique pour permettre la recherche des sels 
ferreux. Plus récemment, A. Popescu (3) a montré qu’elle est 
donnée par le chlorure stanneux, lhyposullite de sodium, le 
sulfure d’ammonium, la ninhydrine (hydrate de tricétohydrin- 
déne), c’est-a-dire par des réducteurs. Folin et Denis ont eux - 
mémes reconnu que leur réactif molybdo-tungstique se colore 
avec les phénols et aussi par l’acide urique, l’aldéhyde ben- 
zoique, la naphtylamine. D’aprés eux, lindol et ses dérivés ne 


(1) Roxas, The Reaction between Amino Acids and Carbohydrates as a 
brobable cause of Humin Formation. Journ. of Biol. Chem., 1916, 27, p. 7}. 

(2) Ricwavp et Binor, Sur une nouvelle réaction colorée des protosels de 
fer et sur quelques applications de cette réaction. Journ. de Pharm. et Chimie, 
1909, 29, p. 230. ins 

(3) A. Popescu, Sur la recherche des sels de fer au minimum dans les 
liqueurs de Torganisme a l'aide du réactif phosphotungstique. Bul. de 
Chimie (Romania), 1916, 48, n° 2, p. 3. 

18 
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réagissent pas; je suis cependant arrivé & un résultat opposé. 

Jai trouvé, en effet, que indo! donne une coloration assez 
faible, ainsi que le diméthyl-2.3-indol; le phényl-2-indol donne 
une teinte & peine sensible, mais en revanche le scatol ou 
méthyl-3-indol et le tryptophane (acide 3-indol-aminopropio- 
nique) donnent une réaction intense. 

La question qui se pose est donc la suivante : est-on en 
droit, pour justifier l'emploi du réactif de Folin-Denis dans le 
dosage colorimétrique de la tyrosine, d’admettre d’une part 
quil ne se forme aucun produit réducteur dans l’bydrolyse 
chlorhydrique des protéiques, et d’autre part que lors de la 
présence du tryptophane dans la molécule protéique il ne se 
forme pas de dérivé indolique agissant sur le réactif? La 
réponse, de toute évidence, est négative (1). 

Enfin, un dernier argument est le suivant : Folin et Denis 
considérent comme improbable que des quantités appréciables 
dun acide aminé encore inconnu existent dans la molécule 
protéique. Dans ¢owtes les molécules des divers protéiques, 
c'est peut-étre vrai, mais n’en peut-il pas exister dans certains 
proléiques et cela ne suffit-il pas 8 condamner leur méthode? 

Par exemple, lorsque l’on traite les produits d’hydrolyse des 
protéiques par le sulfate @argent & chaud pour précipiter l’ar- 
ginine et Vhistidine d’aprés Kossel et Kutscher, on constate 
souvent, si ce n’est toujours, une réduction rapide et assez 
importante du sel d’argent. Celle-ci peut étre due & des pro- 
duits réducteurs résultant de réactions secondaires, mais peut 
fort bien résulter aussi de la présence de certains acides aminés 
phénoliques non encore signalés. 

Il me semble opportun & ce sujet de penser a la dioxyphé- 
nylalanine, découverte par Guggenheim dans les enveloppes 
vertes du fruit de Vicia faba, bien que ce corps n’ait pas 
encore été trouvé dans les produits d’hydrolyse des protéiques. 


(1) L’argumentation de Folin et Denis, dans leur réponse a Abderhalden 
et Fuchs, est spécieuse. D’aprés eux, ils ne trouvent pas un plus grand 
exces de lyrosine par leur méthode comparée & la méthode gravimétrique, 
dans le cas d'un corps riche en tryptophane comme la caséine, que dans le 
cas de la zéine qui n’en renferme pas. Mais nous avons moatré que les 
résultats donnés par eux sontincertains et que leur méthode devrait donner 
des chiffres encore plus élevés; d’autre part, des produits réducteurs formés 
dans le cas de la zéine peuvent fort bien compenser Vabsence de dériyés 
tryptophaniques. 
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C’est une oxytyrosine qui posséde deux oxhydriles en 1,2 et 
présente par suite des propriétés réductrices trés énergiques. 
Elle colore intensément le réactif de Folin et Denis : & richesse 
égale, l'intensité colorante est presque double de celle qui est 
produite par la tyrosine. J’ai déterminé comparativement la 
courbe du développement de la coloration en fonction du temps 
avec la tyrosine et la dioxyphénylalanine (1), et j’ai conslaté 
que ces courbes se confondent presque enti¢rement, ce qui 
revient a dire qu’avee la méthode de Folin un mélange de a 
parties de tyrosine avec é parties de dioxyphénylalanine don- 
nerait le méme résultat apparent que a-+ 26 de tyrosine. 

Quoi qu'il en soit, j'ai déterminé, avec une série de protéiques 
préparés avec le plus grand soin dans ce but, les teneurs en 
tyrosine calculées selon les données de Folin et Denis. Voici 
les résultats expérimentaux : 


1° Caséine de lait de vache, préparée selon Hammarsten. Hydrolyse d’aprés 
Folin el Denis; 1 cent. cube est amené a& 100 cent. cubes et comparé a la 
solution donnée par 1 cent. cube de solution de tyrosine pure a 1/1.000 
amené a 100 cent. cubes, cette derniére étant examinée sous une épaisseur 
de 20 millimétres au colorimétre Duboscq. Trouve : 


Aprés 10 minutes Aprés 30 minutes Aprés 3 heures 
29,6 25,7 26,0 
2 25 i a fk 2 2 
29,5 99,60 285 TN Viog 5 BOER as 6. 
29,6 25,8 ( 26.3 
29.6 25 a) 6,1 J 

Ouantilé de tyrosine : a < 100 = 77 milligr. 6 pour 1 gramme 
20, a 


de caséine, soit 7,76 p. 100 de caséine. 


20 Lactalbumine de lait de vache. Trouvé, apres 30 minutes, moyenne 32,1. 
1 milligr. X 20 


Ouantité de tyrosine : 
< ) 32,1 


< 100 = 62 milligr. 3, soit 6,23 p. 100 
de la Jactalbumine. 


3° Fibrine du sang de porc. Trouvé, aprés 30 minutes, moyenne 2,7. 
1 milligr. < 20 


( ité de tvracine : 
Ouantité de tyrosine : 347 


x 100 = 80 milligr. 9, soit 8,09 p. 100 
de la fibrine. 


40 Edestine des grains de chénevis. Trouvé, apres 30 minutes, moyenne 30,65. 
1milligr. x 20 


tité de tyrosine : 
Quantité de tyrosine 30.65 


< 100 = 65 milligr. 2, soil 6,52 p. 100 
de l’édestine. 


(1) Un échantillon de ce corps parfaitement pur ma été aimablement 
enyoyé par M. Guggenheim, que je remercie cordialement ici. 
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30 Gliadine du blé. Trouvé, apres 30 minutes, moyenne 35,15 (épaisseur du 
type 15 millimétres). 
: ; ven 4 milligr. & 15 Senate soit 4.27 p. 100 
Ouantilé de tyrosine: aes x 100 = 42 milligr.7, soit 4,27 p. 
0 
de la gliadine. 
6° Gluténine du blé. Trouvé, aprés 30 minutes, moyenne 33,15. 


1 milligr. X 20 \ 499 — 60 milligr. 3, soit 6,03 p. 100 


Ouantité de tyrosine : 
Ouantité de ty 33,15 


de la gluténine. 
7° Zéine du mais. Trouvé, apres 30 minutes, moyenne 26,6. 


1 milligr. X20 \° 19 — 75 milligr. 2, soit 7,32 p. 100 


Ouantité de tyrosine: 26,6 


de la zéine. 


8° Cérévisine de la levure. Trouyvé. aprés 30 minutes, moyenne 29,2. 


Ouantité de tyrosine : Se X 100 = 68 milligr. 5, soit 6,85 p. 100 
de la cérévisine. 


9° Zymocaséine de la levure. Trouvé, aprés 30 minutes, moyenne 26, +. 
4 milligr. & 20 


a < 100 = 75 milligr. 7, soit 7,57 p. 100 
20,4 


Quantité de tyrosine : 


de zymocaséine. 


D’une maniére générale, il est difficile d’admettre que ces 
chiffres correspondent aux valeurs réelles du pourcentage de 
tyrosine présente dans les protéiques examinés. La méthode 
de Folin et Denis est donc, pour toutes les raisons déja 
exposées, a rejeter enlicrement. Il reste & voir sil est possible 
de la remplacer par une méthode colorimétrique plus précise. 


J’ai pensé tout d’abord a la réaction de Denigés (1), modifiée 
par Morner (2). 

Celte réaction donne lieu & Ja formation d’une teinte vert 
émeraude par chauffage de la tyrosine avec l’acide sulfurique 
formolé. Malheureusement, elle ne se préte pas a la caractéri- 
sation de la tyrosine dans le mélange complexe des produils 
hydrolyse d'un protéique; d’autre part, la couleur verte 
convient mal aux dosages colorimétriques, et la réaction est 
assez peu sensible. Aussi ai-je abandonné cette idée et me 


(1) Dentcks, Nouvelle réaction colorée de la tyrosine, C. R. Acad. Sciences, 
1900, 430, p. 583. 
(2) Méanen, Farbenreaktion des Tyrosins, Zeit. physiol. Chemie, 1902, 37, p. 86. 
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suis-je appliqué & l’étude de la coloration rouge que donue 
avec la tyrosine le réactif de Millon. 

Crest en 1849 que Millon a indiqué (1) son réactif des 
substances protéiques, obtenu en dissolvant dans certaines 
conditions du mercure dans l'acide nitrique, mais il n’a jamais 
songé a l’appliquer & la recherche de la tyrosine ni des phénols. 
R. Hoffmann en 1853 (2), Stadeler en 1860 (3), constatent que 
la tyrosine donne par chauffage avec le nitrate mercurique une 
coloration rouge, mais c’est Lothar Meyer qui a indiqué que 
la réaction ne se produit qu’en présence d’acide nitreux, la 
tyrosine ne donnant avec l’acide nilrique et le nitrate mercu- 
rique purs qu'un précipité blanc jaundtre, méme & chaud (4). 
L’année suivante, en 1865, Kithne et Rudneff montrent que 
Millon a commis une erreur en admettant que le nitrate 
mercureux joue un role dans sa réaction des protéiques; ils 
indiquent que le réactif de Millon peut étre employé pour faire 
la réaction de Hoffmann de la tyrosine, car il renferme a la 
fois le nitrate mercurique et l'acide nilreux nécessaires (5). 

J’ajouterai que c’est seulement en 1872 que Plugge a montré 
Vapplication de cette méme réaction au phénol ordinaire (6), 
au thymol, a l’acide salicylique, etc. Bien plus tard, il a étendu 
la réaction a tous les corps aromatiques possédant un groupe OIL 
fixé sur le noyau benzénique, dont il donne une longue liste (7). 

L’affirmation que la réaction de Millon des proléiques corres- 
pond aux groupes phénoliques de leurs molécules a été émise 
par Nasse (8), puis par Vaubel (9). 


(1) E. Mitton, Sur un réactif propre aux composés protéiques. C. R. Acad. 
Sciences, 1849, 28, p. 40. 

(2) R. Horrmann, Reaktion auf Leucin und Tyrosin, Ann. Chem. u Pharm., 
NSSSe AM plo: 

Sraveter, Ueber das Tyrosin, Ann. Chem. und. Pharm., 1869, 40, p. 37, 
(4) Lorman Meyer, Ueber die Hoffmann’sche Reaktion auf Tyrosin, Ann. 
Chem. u. Pharm., 1864, 56, p. 156. 

(5) Kitune et Rupnerr, Zur Chemie der amyloiden Gewebsentartung. Virchow’s 
Archiv., 1865, 33, p. 71. 

(6) PLuscs, Eine neue Reaktion auf Carbolsaure, Zeit. anal.Chem, 1872,44, p.173. 

(1) Puusor, Salpetrige Siurehaltiges Quecksilbernitrat als Reagens auf 
aromatische Kérper mit einer Gruppe OI] am Benzolkern. Archiv. d. Phar- 
macie, 1890, 228, p. 9. 

(8) Nasse, Ueber die aromatische Gruppe im Eiweissmolekul, St/zungsber. 
Nalurf. Ges. zu Halle, mars 1819; Ueber die Verwendbarkeit des Millon, 
schen Reagens. Pfliiger’s Archiv., 1901, 83, p. 361. , 

(9) Vaveet, Zur Kenntniss der Millon’schen Reaktion. Zez/. angew. Chemie, 


1900, p. 1125. 
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Ce point a évidemment une importance capiiale : il importe 
en effet de savoir si la tyrosine est seule en cause dans la 
production de la réaction colorée, ou si d’autres corps inter- 
viennent. 

On sail déja, d’aprés Abderhalden et Kempe (1), que le tryp- 
tophane donne & chaud avec le réactif de Millon une coloration 
rouge-brun, mais il importait de savoir si le chauflage avec 
les acides minéraux, dans les conditions de hydrolyse, laisse 
subsister ce caractére. 


Jai fait bouillir 0 gr. 50 de tryptophane pur avec 25 cent. cubes d’acide 
sulfurique A 25 p. 100 en poids pendant douze heures, au réfrigérant ascen- 
dant. Le liquide, débarrassé de la presque totalité de l’acide par la baryte 
et filtré, donne toutes les réactions tryptophaniques, en particulier Ja colo- 
ration par l’eau de brome. Par le réactif de Millon, on obtient une coloration 
brun clair, comme avec la solution non chauffée. J’ai pu extraire de la solu- 
tion bouillie avec l’acide sulfurique 93 p. 100 du tryptophane introduit. 


Quant a l’oxytryptophane, qui peut accompagner le trypto- 
phane dans un certain nombre de protéiques, il donne avec le 
réactif de Millon une coloration rouge, mais plus foncée que 
celle de Ja tyrosine (2). J’ajoute que la dioxyphénylalanine, 
qui pourrait aussi se trouver dans les produits d’hydrolyse de 
cerlains protéiques, fournit avec le réactif de Millon une colo- 
ration orangée, tirant un peu sur le rouge. 

Il résulte évidemment de ces faits que, pas plus que la réac- 
tion de Folin-Denis, la réaction de Holfmann-Millon de la 
tyrosine ne permet de doser colorimétriquement cet acide 
aminé avec exactitude dans les liquides d’hydrolyse. 

La sensibilité de Ja réaction, avec la tyrosine, est assez 
grande pour donner encore une teinte rosée visible avec 
1/20.000 d’acide aminé; si on opére & une concentration qui 
ne dépasse pas 1/1.000, on a une teinte rouge encore assez 
accentuée, tandis que le tryptophane (dont la proportion dans 
les protéiques ne parait jamais dépasser ni méme alteindre 
celle de la tyrosine) donne dans les mémes conditions un 
trouble et une coloration jaunatre peu visible. 

On pourrait done considérer l’erreur due A la présence du 


(1) Aspenuatven et Kempe, Beitrag zur Kenntnis des Tryplophans und einiger 
seiner Deriyate. Zeit. physiol. Chemie, 1907, 52, p. 207. 


(2) Communication particuli¢re du professeur Abderhalden. 
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tryptophane comme tres faible, en restant dans des conditions 
de concentration convenablement choisies, mais il est pos- 
sible d’éliminer pour ainsi dire compléetement cette erreur en 
ajoutant a la solution Iégérement acide des acides aminés un 
sel mercurique qui précipite le tryptophane sans agir sur la 
tyrosine (en solution suffisamment étendue) et fillrant avant 
d@ajouter le réactif de Millon. 

Sil est possible d’écarter ainsi la cause d’erreur due a la 
présence du tryptophane, il n’en est pas de méme dans le cas 
éventuel de la présence de l’oxytryplophane, ou d’un autre 
produit d’hydrolyse de nature phénolique non encore signalé, 
comme pourrait l’étre, par exemple, la dioxyphénylalanine. 

Dans ce cas, la détermination colorimétrique faite & Vaide du 
réaclif de Millon donne, exprimé en tyrosine, un chiffre qui 
représente l'ensemble des produits @hydrolyse de nature phéno- 
lique qui correspondent au protéique étudié. Ce chiffre, dont la 
détermination sera trés utile pour la caractérisation des protéi- 
ques, j’ai proposé déja, dans une publication antérieure (1), de 
le désigner sous le nom d’indice de Millon ou mieux d’indice 
phénolique du protéique considéré. 

Je crois en effet qu il serait du plus grand intérét de disposer, 
lorsque l'on doit caractériser un protéique, d’un ensemble de 
caractéres aussi nets que possible et d’une détermination facile. 
Ici, les propriétés physiques, solubilité, température de coagu- 
lation (s'il y a lieu), pouvoir rotatoire, etc., donnent des 
renseignements insuffisants; les méthodes chimiques, comme 
Vétude de la répartition de l’azote par Ja méthode de Haus- 
mann, la détermination des acides aminés par le procédé de 
Van Slyke (cette derniére d’une réalisation assez difficile d’ail- 
leurs), celle de la concentration en ions hydrogéne au début de 
la précipitation par les acides (2) sont préférables. Pourquoi 
n’y ajouterait-on pas un certain nombre d’indices (3) convena- 
blement choisis, tels que l’indice phénolique que je propose en 


(1) P. Thomas et A. Cuasas, Sur le dosage de la tyrosine el des acides 
aminés bibasiques dans les protéiques de la levure. C. R. Acad. Sciences, 
1920, 170, p. 1622. M4 

(2) P. Tuomas, Recherches biochimiques sur les protéiques de la levure, 
Paris, 1919. ; its ; 

(3) /emploie le terme « indice » par analogie avec les indices qui permet- 
tent de caractériser les diverses matiéres grasses. 
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premiére ligne? Les avantages de cette maniére de faire sont 
évidents : rapidilé d’exécution tout d’abord, commodilé ensuite 
ct facilité de détermination avec une petite quantilé de sub- 
stance convenablement purifiée. 


* 
x # 


Il ne nous reste plus qu’aé préciser les conditions dans les- 
quelles on peut employer le réactif de Millon pour la mesure 
de lindice phénolique des proléiques, tel quil a été défini 
plus haut. 

Il fallait d’abord s’assurer que la coloration obtenue avec des 
solutions de richesse variable est d’une intensité proportion- 
nelle & la quantité du phénol présent. Or, on constate facile- 
ment que sion chauffe le réactif de Millon préparé a la maniére 
ordinaire, c’est-a-dire en suivant les indications du mémoire 
de Millon, avec une solution d’un phénol, la teinte varie avec 
Vintensité et la durée du chauffage. C’est ainsi qu’avec une 
solution de phénol ordinaire a 1/10.000 dont on emploie 
10 cent. cubes pour 2 cent. cubes de réactif, si on exprime 
par 1 Vintensité de la coloration obtenue a la température 
de 30°, on n’a plus qu’une intensité moilié (exactement 0,45) 
si on chauffe a 100°. 

Il est donc préférable d’opérer & la température ordinaire, 
entre 17° et 25° (1). Dans ces conditions, la proportionnalilé est 
trés convenable, si on reste entre des limites de concentration 
bien choisies : de 1/5.000 & 1/20.000 pour le phénol, entre 
4/5.000 et 1/25.000 pour le p. crésol, au-dessous de 1/1.000 
pour la tyrosine. 

Des essais faits avec des concentrations variables en acide 
sulfurique (l’hydrolyse chlorhydrique est & rejeter parce qu’elle 
nécessiterait l’élimination rigoureuse de l’acide chlorhydrique 
avant Vaddition du réactif de Millon) montrent qu il est suffi- 
sant de traiter les protéiques par l’acide sulfurique & 25 p. 100 
en poids, en faisant bouillir dix & douze heures. Le liquide 


(1) Bien entendu, la coloration apparait d’autant moins vite que la tempé- 
rature est plus basse, mais, en général, la réaction de Millon faite a froid est 
préférable si lon n’est pas pressé. Elle est toujours plus nelte et plus 
intense. 
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obtenu est assez fortement coloré, aussi est-il nécessaire de le 
déféquer. La précipitation par la baryte entraine une quantité 
notable de produits humiques, sans amener pourtant la déco- 
loration compléte; comme d’autre part l’'addition du réactif de 
Millon produit souvent une précipitation due pour une part a 
la présence du tryptophane, j’avais pensé arriver & un bon 
résullat en déféquant avec une solution de sulfate mercurique, 
telle que le réactif de Hopkins pour la précipitation du trypto- 
phane (1). Chose intéressante, Vaddition d’un excés de sel 
mercurique faite quelque temps avant l’addition du réactif de 
Millon a un résultat inattendu : dans ce cas, la coloration 
rouge se produit presque instantanément aussit6t que l'on 
verse le réactif de Millon, au lieu d’apparaitre seulement aprés 
quelques minutes. De plus, le maximum d’intensité est atleint 
en un temps trés court, mais la coloration baisse trés rapide- 
ment, de sorte quil est difficile de saisir le maximum. 

Cette action du sulfate mercurique sur la tyrosine s’exerce 
également sur les autres phénols; elle est liée au mécanisme 
méme de la réaction de Millon. 

Celle-ci a lieu en effet en deux phases : d’une part, action du 
nitrate mercurique donnant avec le phénol une combinaison 
incolore; d’autre part, formation d’un produit coloré en rouge 
par action de l’acide nitreux sur la combinaison incolore. Ce 
fait n’avait été qu’entrevu par Millon qui croyail, par erreur, 
que le réacuif devait contenir un mélange de sels mercureux et 
mercuriques; Lothar Meyer, puis Kiihne et Rudneff (/oc. cit.) 
ont montré que les éléments essentiels de la réaction, avec la 
tyrosine, sont le sel mercurique et l’acide nitreux; plus tard, 
Plugge (/oc. cit.) a confirmé ce fait dans le cas des phénols. 

Jai pu voir que le sulfate mercurique se combine également 
aux phénols pour donner une combinaison incolore qui, par 
addition d’acide nitreux, se colore instantanément en rouge : 
cest une véritable réaction de Millon-Plugge, oblenue sans la 
présence de l’acide nitrique (2). Je reviendrai sur ce point dans 
un autre travail. 


(1) Ce réactif est une solution de sulfate mercurique a 10 p. 100 dans 
lacide sulfurique a5 p. 100. ce 

(2) Nass utilise lacétate mercurique et le nitrite de sodium, en acidulant 
par l’'acide acétique (Pfliiger’s Archiv., 83, p. 361). 
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Quoi qu’il en soit, il m’a semblé préférable de renoncer a 
Vemploi du sulfate mercurique. Comme le liquide d’hydrolyse 
débarrassé d’acide sulfurique par la baryte est encore un peu 
coloré en jaune et qu'il précipite légerement par addition de 
réaclif de Millon, je l’ai additionné de nitrate mercurique tant 
qu'il se fait un précipité, mais en évitant soigneusement un 
exces. En ajoutant alors le réactif de Millon, on a une colora- 
tion normale, augmentant peu & peu dintensilé et atteignant 
son maximum apres environ deux heures. Lorsque le liquide 
ne précipitant plus par le nitrate mercurique est encore légére- 
ment coloré en jaune, on peut le décolorer complétement en 
Vagilant avec un peu de bon noir animal lavé. 


Voici exactement le mode opératoire que j'ai adoplé : 


On commence par sécher soigneusement le protéique a étudier, réduit en 
poudre fine, en le chauffant & 100°-105° jusqu’a poids constant, puis on en 
préléve exactement 2 grammes, que l’on introduit dans un matras a long 
col, du type employé pour les attaques Kjeldahl avec 3 ¢.c. 5 d’acide sulfu- 
rique concentré et pur et 21 c.c.5 d’eau. On introduit un petit fragment de 
brique pour régulariser T’ébullition et on maintient celle-ci pendant douze 
heures, le col du ballon portant un réfrigérant de Hopkins. selon le dispo- 
sitif tres pratique indiqué par Folin et Denis dans leur mémoire. 

Aprés refroidissement, on filtre dans une fiole jaugée de 100 cent. cubes a 
col large (ce qui facilite les opérations ultérieures) on lave les matiéres 
humiques avec le moins d’eau possible et on précipite aussi exaclement que 
possible lacide sulfurique par une solution chaude et concentrée d’hydrate 
de baryte, débarrassée de carbonate par filtration (il faut théoriquement 
21 grammes d’hydrate de baryle). La présence de carbonate donnerait une 
mousse trés génante qu’il faut éviler. On essaie de temps a autre la réaction 
du liquide; lorsque lon est arrivé & la neutralité, on ajoute quelques gouttes 
de solution baryltique jusqu’a faible alcalinité et on neutralise de nouveau 
par quelques gouttes d’acide nitrique étendu. On refroidit, on mélange, 
puis on ajoute encore 2 cent. cubes d’acide nitrique et assez d’eau pour 
compléter Ie volume 4 100 cent. cubes. On agite bien pour mélanger, on 
laisse déposer et on filtre ayee un entonnoir de Joulie (ou a la trompe, ou 
encore on centrifuge). 

On recueille exactement 50 cent. cubes dans une fiole jaugée de 50-55 cent. 
cubes, et on précipite par la quantité juste nécessaire d’une solution de 
nitrate mercurique pur a 20 p.100, ce qui élimine le tryptophane. 1] importe 
absolument d’éviter un exces. Si, le liquide surnageant, le précipité est 
encore coloré, on ajoute une pincée de noir animal layé, on complete a 
55 cent. cubes, on agite et on filtre rapidement. Si on a bien opéré, le dernier 
liquide ne doit pas se troubler par addition de nitrate mercurique, non plus 
que par le nitrate de baryum. On préléve exactement 10 cent. cubes de ce 
liquide, que l’on mélange avec 2 cent. cubes de réactif de Millon et que l'on 


examine au colorimétre Duboscq aprés un temps convenable, en prenant la 
moyenne de quatre lectures. 


INDICE PHENOLIQUE DES PROTEIQUES 267 


Il faut employer de l’acide nilrique débarrassé d'acide nitreux 
par agitation avec un peu d’urée en poudre fine, distillé dans 
Je vide et conservé a l'abri de Ja lumiére. La solution de nitrate 
mercurique doit également étre chauffée avec de l'urée et 
filtrée, 

Il est essentiel d’opérer le dosage colorimétrique par compa- 
raison avec une solution de tyrosine pure dans l’acide nitrique 
a 2 p. 100, préparée au moment de l’emploi et additionnée de 
réactif de Millon dans les mémes proportions, soit 2 cent. cubes 
pour 10 cent. cubes de solution. On peut également, si l’on 
veut faire un certain nombre de dosages, préparer un type 
coloré, d’intensité exactement égale & celle que donne la solu- 
tion de tyrosine choisie (en général, on prendra une solution 
& 1/1.000). On devra alors faire plusieurs lectures 4 divers 
moments, de maniére & déterminer le maximum de coloration. 
Le mélange qui m’a servi était formé d’une solution de ponceau 
de xylidine avec un peu de jaune de naphtol S, dont la teinte 
était rabatlue convenablement avec du carmin d’indigo. 

Les lectures peuvent étre faites sous une €paisseur de 10 mil- 
limétres, qui convient le mieux. La teinte oblenue avec les 
liquides d’hydrolyse est en général un peu plus violacée que 
celle donnée par la tyrosine pure, mais avec un peu d’habitude 
les lectures n’offrent pas de difficulté. 

J'ai vérifié que la coloration progresse d’une maniére iden- 
tique dans les deux cas, en déterminant les courbes d’inlensilté 
correspondantes; ces deux courbes sont tout a fait compa- 
rables. Le maximum est en général atteint aprés deux heures 
environ (la durée varie un peu avec la température ambiante ) 
et se maintient pendant une demi-heure. 

La méthode a été controlée afin de vérifier si elle permet de 
retrouver une quantilé donnée de tyrosine introduite dans le 
liquide d’hydrolyse. 

Dans ce but, on a fait une hydrolyse de 10 grammes de 
gluten sec avec 10 cent. cubes d’acide sulfurique pur et 
40 cent. cubes d'eau pendant quinze heures. Le liquide est 
filtré, le résidu noir insoluble lavé & fond et le liquide complété 
a 100 cent. cubes. Aprés mélange, on mesure deux portions 
de 20 cent. cubes que l’on introduit dans deux fioles de 
100 cent. cubes et l’on ajoule & l'une 20 cent. cubes d'une 
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solution de tyrosine pure & 1/1.000, soit 20 milligrammes. On 
précipite alors V’acide sulfurique par la baryte dans les deux 
fioles, et on continue Vopération en suivant exactement la 
technique indiquée plus haut. On compare avec une solution 
de tyrosine 4 1/1.000, celle-ci ayant une 6paisseur de 10 milli- 
métres. On trouve : 


14,2 
nes oe ; ; 14,1 |] oh. 
Liquide non additionné de tyrosine 14,3 14,2 au colorimétre. 

14,2 \ 

44,3 

, ae ; 11,4 : 
— aprés addition de tyrosine. 11,4 41,4 — 
41,5 


x 


Le liquide amené a 55 cent. cubes aprés addition de nitrate 
mercurique renferme pour ce volume les produits d’hydrolyse 
de 1 gramme de gluten; le premier liquide contient donc 
10 mgr & 55 

14,2 
55 cent. cubes et le second, additionné de tyrosine, contient 
10 mer X 55 
a Vie 
48,24 — 38,73 = 9 mer 51 représente la tyrosine retrouvée 
sur les 10 milligrammes introduits, soit 95 p. 100 La concor- 
dance est suffisante. 

Dans une seconde expérience faite de méme, mais ot la 
quantité de tyrosine ajoutée & l'un des liquides atteint 15 mil- 
ligrammes, on trouve, pour le liquide sans addition, 15,0, soit 


— 38 mgr 73 de tyrosine pour ce volume de 


= 48 mgr 24 de tyrosine. La différence, soit 


une teneur de es = 36 mer 67 et pour le liquide addi- 
lionné de tyrosine 10,6, soit une teneur de a = 51 mgr 88 


de tyrosine. La quantité retrouvée atteint dans ce cas 
51,88 — 36,67 = 15 mer 21. 

On peut done admettre qu'il n’y a pas entrainement de 
lyrosine dans la précipitation par la baryte, ni par le nitrate 
mercurique, ni par le noir, dans les conditions indiquées. 

J'ai de plus vérifié, comme l’avaient fait déja Folin et Denis, 
qu'il n’y a pas formation pendant I’hydrolyse de produits phé- 
noliques entrainables par la vapeur d’eau; les essais ont porté 
sur la caséine et le gluten. 
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Dans ces conditions, les chiffres trouvés s'appliquent & peu 
pres exclusivement a lensemble des produits d’hydrolyse de 
nalure phénolique, tyrosine surtout, oxytryptophane, et éven- 
tuellement acides aminés encore inconnus. Ces chiffres sont 
exprimés en tyrosine. Voici les résultats de la détermination 
des indices phénoliques de quelques protéiques : 


1° Caséine de lait de vache. — Comparaison avec une solution de tyrosine a 
1/1.000, épaisseur 10 millimétres. Chiffres maxima trouvés apres 2h. 15: 


6,4 
6,7 / : ae 
6.7 6,6 au calorimétre. 
ca | 

0 


Quantilé de tyrosine x DP get 83 milligr. 33 correspondant a 8,33 p.100 de 


tyrosine. 


Liindice phénolique de la caséine sera donc égal a 8,33. 
D’autres déterminations ont donné respectivement 8,21, 8,76 et 8,46. 


2> Lactalbumine du lait de vache. — Deux déterminations : 
Dans lune, maximum apres 2 heures : Dans l’autre, apres 2 h. 25 : 
9,0 8,9 | 
9,4 Shil ‘on 
Sen ee 8.7 | out 
Said 8,7 
40 & 5S LOS 55 


Tyrosine calculée : == Ol mllions 44) tet = 62 milligr. 85. 


9,0 8,75 
On trouve done pour Vindice phénolique 6,11 et 6,28. 


3° Fibrine du sang de pore. — Deux déterminations : 
Maximum aprés 2 h. 10: moyenne 7,4; maximum aprés 2 h. 40: moyenne 
TAS. 
On en déduit respeclivement pour l’indice phénolique 7,43 et 7,69. 
° Edestine du chanvre. — Deux déterminations : 
Maximum apres 2h. 5: moyenne 8,1; maximum aprés 2 h. 40: moyenne 
$02. 
Dow on déduit les indices phénoliques 6,79 et 6,71. 


cS 


5° Gliadine du blé. — Deux déterminations : 
Maximum apres 2 h.415 : moyenne 11,65; maximum apres 2 h. 20 : moyenne 


11,9. 
On en déduit pour lindice phénolique, 4,72 et 4,63. 
6° Gluténine du blé. — Deux déterminations : 
Maximum aprés 2h. 10: moyenne 10,8; maximum aprés 2h. 35 : moyenne 
10,9. 


On trouve pour les indices phénoliques 5,09 et 5,04. 


jo Zéine du mais. — Une seule détermination a donné: 
Maximum alteint aprés 2 h. 20: moyenne 7,0. 
Liindice phénolique correspondant est 7,86. 
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8° Cérévisine de la levure. — Deux déterminalions : 
Maximum aprés 2h. 30 : moyenne 10,5; maximum aprés 2h. 30: moyenne 
9.6. 
On en déduit pour l’indice phénolique les valeurs 5,24 et 5,73. Une 
mesure antérieure avait donné le chiffre 5,33 (1). 


9° Zymocaséine de la levure. — Deux déterminalions : 
Maximum aprés 2 h. 30 : moyenne 14,2; maximum aprés 2 h. 25: moyenne 
13,2. 


Il en résulte les valeurs 3,87 et 4,16 pour l’indice phénolique. Une déter- 
mination faite antérieurement a donné 4,23. 


Il est intéressant de comparer ces chiffres avec ceux que 
fournit la méthode de Folin et Denis et déterminés soit par 


Sig 


ces auteurs, soit par moi-méme. C’est ce que j’ai fait dans le 
tableau suivant, ot sont également indiquées les valeurs trou- 
vées i Vaide de la méthode pondérale par les différents auteurs. 


METHODE ; DOSAGE 
FOLIN-DENIS | INDICE 
PROTELQUES ——~-—_ | PHENOLI- 
Chiffre|frouve| uz 


des ise de la 
moi- |Moyenne eG 
auteurs] méme yrosine. 


PON- 


DERAL AUTEURS 
ETUDIES 


x1 


Caséine . 
Lactalbumine. 
Fibrine . 
Edestine 
Gliadine. . 
Gluténine. . 
Zéine . 
Céréyisine . 
Zymocaséine . 


E. Fischer, 1904. 
1)|) Abderhalden et Pribram, 1907. 
— Voitinovici, 07. 
—_— 1903. 
= Samuely, 1905. 
Osborne et Clapp, 1986. 
— 1908. 
P. Thomas, 1920. 
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(1) Ce chiffre qui frappe par sa faiblesse résulte probablement de ce que la technigue 
employée lors de sa détermination, en 1907, ne tenait nul compte de la présence a cété 
de la tyrosine d'une grande quantité de lysine (9 p. 100), qui, ainsi que ont montré 
Abderhalden et Fuchs, doit étre éliminée au préalable, quand on fait le dosage de la 
tyrosine par pesée. 


L’examen de ce tableau suggére les remarques suivantes : 
1° Tous les chiffres trouvés par moi, a l’aide de la méthode 
Folin-Denis, sont plus élevés que ceux indiqués par les auteurs 
eux-mémes. L’écart minimum, pour la gluténine, est de 


(1) Une faule dimpression m’a fait donner le chiffre de 7,33 au lieu de 5.33 
dans une publication antérieure. C. R. Acad. Sciences, 1920, 470, p. 1622, 


Sasa 
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4 p. 100, l’écart maximum atleignant pres de 37 p. 100 pour 
la zéine. Le fait que tous les écarts sont dans le méme sens 
me parait exclure l’hypothése d'une purification incomplate des 
protéiques que j'ai utilisés, d’autant plus que pour ceux d’entre 
eux qui ont montré le meilleur critérium de pureté — absence 
presque compléte de produits humiques apres hydrolyse 
chlorhydrique — les écarts sont respectivement de 19 p. 100 
pour la caséine et de 29 p. 100 pour la gliadine. 

2° 1 semblerait au premier examen qu’il y a un certain 
accord entre les valeurs de lindice phénolique et les chiffres 
de la méthode Folin-Denis déterminés par moi-méme. Cet 
accord est beaucoup plus apparent que réel: si les deux 
chiffres correspondent & la présence des mémes corps, tyro- 
sine, oxylryptophane et autres substances phénoliques éven- 
tuelles, la réaction de Folin-Denis est influencée incompara- 
blement plus que celle de Hoffmann-Millon par le tryptophane 
ou ses produits d’altération. D’ailleurs, pour la gluténine, la 
cérévisine et la zymocaséine, lindice phénolique est nettement 
plus faible; pour ces deux derniers protéiques, leur richesse 
en tryptophane n’est sans doute pas étrangére a ce résultat. 

3° Jusqu’a preuve du contraire, c’est-ai-dire tant que l’on ne 
sera pas parvenu a isoler directement, en nature, des produits 
(hydrolyse des protéiques une proportion de tyrosine corres- 
pondant aux chiffres de Folin et Denis, il est évident que, seuls, 
les chiffres donnés par la méthode pondérale pourront étre 
considérés comme représentant la teneur (valeur minimum) 
réelle des protéiques en tyrosine. 

Une observation peut encore trouver sa place ici: 4 la suite 
de ses recherches sur le dosage de la tyrosine par bromuration, 
Plimmer fait remarquer que, suivant le temps au bout duquel 
on détermine la quantité de brome absorbée, on trouve des 
chiffres correspondant soil & la teneur en tyrosine qui résulte 
de la méthode pondérale, soit & celle déterminée par Folin et 
Denis (1). Ceci signifie que les liquides d’hydrolyse renferment 
un certain nombre de produits susceptibles d’absorber le brome 
avec des vitesses variables. La tyrosine est probablement celui 


(1) Puuwmer et Eaves, The Estimation of Tyrosine in Proteins by Bromina- 
tion. Bioch. Journ., 1913, 7, p. 297. Voir aussi Piimmgr, The Chem. Constitution 
of the Proteins, Part. I, 3° éd., London, 1917, p. 22, 
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qui fixe le brome le plus rapidement, de sorte que les chiffres 
plus élevés obtenus aprés un contact prolongé correspondent 
aux autres corps, parmi lesquels le tryptophane et ses produits 
dallération sont sans doute les plus importants. 


CONCLUSIONS 


1° La méthode colorimétrique de Folin et Denis ne permet 
pas de faire le dosage de Ja tyrosine dans les produits d’hydro- 
lyse des protéiques; elle ne convient pas davantage au dosage 
global des corps phénoliques, car elle est influencée par la 
présence du tryptophane et de la plupart de ses dérivés, indol, 
scatol, elc, ainsi que par les substances réductrices. 

2° Une méthode colorimétrique basée sur la réaction de 
Hoffmann-Millon de la tyrosine ne permet pas davantage un 
dosage de cette substance, mais elle permet de déterminer un 
indice phénolique caractérisant chaque protéique. 

On peut appeler indice phénolique le chiffre (calculé en 
p. 100 de tyrosine) qui représente l’ensemble des produits 
d’hydrolyse de nature phénolique correspondant au protéique 
étudié. 

3° Jusqu’a présent, seuls les chiffres donnés par la méthode 
pondérale représentent la teneur en tyrosine des protéiques. 
Ces chiffres auraient besoin d’étre revisés, surtout pour les 
protéiques riches en lysine, & la lumiére des recherches de 
Abderhalden et Fuchs qui ont montré le role des acides 
diaminés dans |’isolement de la tyrosine en nature. 


DU VACCIN ANTICHOLERIQUE SENSIBILISE VIVANT 


par S. MASAKI (de Tokio). 


Depuis que M. Besredka (1) a publié, en 1902, le premier 
travail sur les vaccins sensibilisés, antipesteux, anticholé- 
rique et antitvphique, son procédé a été étendu, non seule- 
ment aux virus connus, tels que les bacilles de la dysenterie 
‘Dopter] (2), de la tuberculose | Calmette et Guérin (3), Vallée et 
Guinard (4), Meyer(5)),le pneumocoque([E. Lévy et Aoki(6)|, etc., 
mais aussi aux virus inconnus, tels que ceux de la rage 
[Marie (7)|, et de la clavelée [Bridré et Boquet (8)|. La plupart 
de ces vaccins présentent aujourd hui une portée théorique et 
pratique considérable, 4 cause de leur action sire, rapide et 
durable, ainsi que leur innocuité parfaite. 

Parmi les vaccins gue nous venons de citer, quelques-uns 
sont préparés avec des bacilles tués (chaleur ou produits chi- 
miques); d’autres ont pour point de départ des virus vivants : 
c'est le cas des vaccins antirabique et anticlaveleux. 

Pour ce qui concerne le vaccin antityphique, rappelons 
les travaux de Metchnikoff et Besredka (9): ces savants, ne 
parvenant pas a vacciner le chimpanzé au moyen des vaccins 
tués, se sont adressés au virus vivant sensibilisé: comme il 
ressort de leurs expériences, seule l’injection de ce vaccin a été 
suivie de limmunité absolue des chimpanzés. 


=. 


* * 


On sait que Pimmunité est d’autant plus solide et surtout 
dautant plus durable que la dose de vaccin injecté est plus 


(1) A. Besrepka. C. R. Acad. Sciences, 2 juin 1902, p. 1330. — Ces Annales, 
1902, p. 918. 

(2) Dopter. Ces Annales, 1909, p. 677. 

(3) A. Catmette et Gutrin. C. R. Acad. Sciences, 1910, 451, p. 322 

(4) Vauite et Gurnarn. C. R. Acad. Sciences, 1910, 154, p. 1144. 

3) Fr. Meyer. Berlin. klin. Wochenschr., 191, p. 426. 

(6) E. Lévy et Aoxt. Zeztsehr. f. Immunititsf., 1910, p. 435. 

7) A. Marte. C. R. Soc. Biol., 29 novembre 1902, p. 1364. 

(8) J. Brroré et Boquer. Ces Annales, 1913, p. 797. 

(9) E. Mercunrxorr et A. Besrgpka. Ces Annales, 1911, p. 865. 
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élevée; mais on sait aussi que plus la masse de corps micro- 
biens est grande, plus Jes phénoménes réactionnels sont 
accusés. 

Pour ces raisons, le vaccin sensibilisé est celui qui offre le 
plus d’avantages, la sensibilisation permettant de réaliser 
'atténuation du virus d’une maniére la plus rationnelle. 

Nous savons, d’un autre cété, que limmunité consécutive 
i la vaccination par le virus vivant est plus sdre et plus 
durable que celle qui résulte de linjection de virus tué. 

Or, Vinoculation du vaccin-virus vivant n’est pas sans ins- 
pirer une crainte quant a la généralisation possible de linfec- 
tion, surtout lorsqu’il s'agit de germes, tels que le pneumo- 
coque, le bacille de Shiga, le bacille de la fiévre typhoide (4) 
ou le vibrion cholérique (2). 

D'aprés les recherches récentes de M. Besredka, les bacilles 
de la dysenterie et de la fiévre typhoide, inoculés dans le 
torrent circulatoire, ne tardent pas & disparaitre du sang; de 
Ja, ils passent dans Vintestin ot ils restent pendant quelques 
jours. Ila montré de plus, qu’alors méme que ces bacilles sont 
introduits dans lorganisme par imoculation sous-cutanée, on 
les retrouve finalement dans l’intestin. 

Pour ce qui concerne le vibrion cholérique, certains savants 
[Wyssokowitsch (3), Vincenzi (4), v. Behring et Nissen (5), 
Pfeiffer (6) et Kolle (7)] ont constaté que les vibrions inoculés 
a des cobayes dans le sang en disparaissent quelques heures 
aprés, par suite du pouvoir vibrionicide du sérum sanguin, 
si bien que l’on n’en trouve plus ultérieurement ni dans le 
sang, ni dans les organes. 

Or, comme nous allons le démontrer ailleurs (8), le vibrion 
cholérique se comporte tout comme le bacille dysentérique et le 
bacille paratyphique dans les recherches de Besredka, c’est-a- 
dire qu'il est entérotrope, pour nous servir du terme de Sana- 


) A. BesrevKa. Ces Annales, 1919, p. 301 et 557. 
) G. SanarELii. Ces Annales, 1920, p. 871. 
) Wyssoxowirscnu. Zeitschr. f. Hygiene und Infect., 1886, 4, p. 26. 
) Vincenzt. Bolletino della R. Acad. Méd. di Roma, 1887, 7, p. 438. 
) V. Benrine et Nissen. Zeitschr. f. Hygiene, 1890, 8, p. 425, 429 et 448. 
) Preirrer. Zeitschr. f. Hygiene, 1894, 146, p. 272. 
) Kore. Zeitschr. f. Hygiene, 1894, 46, p. 356 et 358. 
(8) Voir notre article sur la vaccination anticholérique par la voie buccale 
devant paraitre prochainement dans ces Annales. 
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relli (4): qwil soit inoculé par la voie endoveineuse, par la 
voie péritonéale ou par la voie sous-cutanée, ce germe s’éli- 
mine toujours par lintestin, ow il se multiplie et ou il reste 
pendant quelques jours a I’état vivant. Par conséquent, en 
faisant usage, pour vacciner, de vibrions cholériques vivants, il 
y aa craindre de voir les individus ainsi traités devenir porteurs 
de vibrions cholériques. 

Nous nous demanddmes si cet inconvénient ne saurait étre 
évité par emploi du vaccin vivant senszbilisé? 


Avant de passer & lVexposé de nos expériences, nous allons 
décrire la technique de sensibilisation que nous avons adoptée. 

Le sérum anticholérique, dont le titre agglutinant est élevé 
(1 : 6000), est dilué au quart d’eau physiologique. Nous ajoutons 
% cent. cubes de sérum ainsi dilué &@ un tube de culture sur 
gélose de vibrions vivants, agés de vingt-quatre heures. Le 
mélange est porté a l’étuve ou laissé & la température du 
laboratoire. Le dépét de vibrions est ensuite lavé trois fois 
avec de l'eau physiologique. 

Examinons d’abord la vitalité de ces vibrions. Ensemen- 
cons-les, aprés des temps variables, sur gélose. Nous ne 
manquerons pas de constater que, d’une facon générale, a 
la suite de la sensibilisation a l’étuve a 37°, le nombre de 
germes qui poussent sur gélose diminue progressivement a 
partir de la sixiéme heure. Au bout de vingt-quatre heures, 
le nombre de germes sur gélose est diminué de moitié. Aprés 
trente-six ou quarante-huit heures de sensibilisation 4 I’étuve, 
lensemencement demeure souvent négalif. 

Faisons remarquer que dans le cas ow la sensibilisation des 
germes s’opére & la température du laboratoire, on trouve des 
vibrions par ensemencement, méme au bout de quarante-huit 
heures; il est vrai que le nombre de colonies obtenues dans ce 
cas n'est pas trés élevé. 

Examinons maintenant Ja viralence des vibrions vivants, 
diversement sensibilisés. 


(1) G. SANAKELLI. Ces Annales, 1920, p. 871. 
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Nous avons éprouvé quatre échantillons de vaccin sensi- 
bilisé vivant : 


4° Vaccin I a été laissé dans !’étuve pendant vingt-quatre heures ; 

2° Vaccin Ila été laissé dans l’étuve pendant trois heures ; 

30 Vaccin IIL a été Jaissé a la température du laboratoire (15°-20°) pendant 
vingt-quatre heures; 

4° Vaccin IV a été laissé a la température du laboratoire pendant six 
heures. 


Le vibrion d'origine, non sensibilisé, qui a servi dans toutes 
nos expériences, tuait 100 grammes de cobaye, en injection 
intrapéritonéale, & la dose d’un cinquantiéme de tube de 
gélose; en injection sous-cutanée, il provoguait la mort a la 
dose de un vingtiéme de tube de culture, agée de vingt-quatre 
heures. 

Les quatre vaccins (I, II, III, 1V) ont été injectés a des doses 
différentes, dans le péritoine ou sous la peau, a plusieurs séries 
de cobayes. 


Expénience J. — 26 avril. 

Premiere série : 5 cobayes (poids 420-450 grammes) recoivent dans le 
péritoine le vaccin I, a différentes doses (2/10, 5/10 de tube, 1 tube, 
1,5 et 2 tubes); 

Deuxiéme série : 5 cobayes (poids 390-400 grammes) recoivent sous la 
peau le vaccin I a différentes doses, comme ceux de la premiere 
série. 

Les cobayes des deux séries ont survécu. 


EXPERIENCE Il. — 28 avril. 
Premiére série : 5 cobayes (poids 390-410 grammes) recoivent dans le 
péritoine le vaccin I a différentes doses (2/10, 5/10 de tube, 1 tube, 
1,5 tube et 2 tubes); 
Deuxiéme série : 5 cobayes (poids 390-400 grammes) recoivent sous la 
peau le vaccin II, a différentes doses. 
Parmi les cobayes de la premiére série (exp. II) : 
Le cobaye (420 grammes) qui a recu 2 tubes de vaccin est mort le 
30 avril; ’ 
Le cobaye (430 grammes) qui a recu 1 tube 5 de vaccin est mort le 
ev mai. 
Parmi les cobayes de la deuxiéme série : 
Le cobaye (400 grammes) qui a recu 2 tubes de vaccin est mort le 
5 mai. 
Tous les autres cobayes ont suryécu. 


Expérience II]. — 1°" mai. 
Premiére série : 5 cobayes (poids 360-380 grammes) recoivent dans le 
péritoine le vaccin Il, & différentes doses (voir plus haut) ; 
Deuxiéme série : 5 cobayes (poids 320-400 grammes) recoivent dans le 
péritoine le vaccin IV, a différentes doses (voir plus haut). 
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Parmi les cobayes de la premiere série (exp. III), le cobaye (380 grammes) 
qui a regu 2 tubes de vaccin III est mort le 3 mai. 
Parmi les cobayes de la deuxiéme série (exp. III) : 
Le cobaye (380 grammes) qui a recu un tube de vaccin IV est mort le 
4 mat. 
Le cobaye (390 grammes) qui a recu 1 tube 5 de vaccin IV est mort le 


4 mai. 


Le cobaye (400 grammes) qui a recu 2 tubes de vaccin IV est mort Je 
2 mat. 
Les autres cobayes ont survécu. 


Donec, l’atténuation de la virulence par la sensibilisation est 
tres nette: il résulte, en effet, de nos expériences que les cobayes 
peuvent supporter impunément, par la voie péritonéale, une 
dose de vaccin I vingt fois supérieure et par la voie sous- 
cutanée dix fois supérieure & celle qui serait pour eux une 
dose stirement mortelle, si les vibrions n’avaient pas été 
sensibilisés. 

Notons, en ce qui concerne le vaccin IV, que lV injection 
d'un tube entier de culture dans le péritoine tue le cobaye, 
ce qui indiquerait que l’atténuation de sa virulence est deux 
fois plus faible que celle subie par le vaccin J. 

La conclusion qui se dégage de l’ensemble de ces expé- 
riences est que le vaccin sensibilisé vivant est d’autant moins 
virulent que le temps du contact du sérum et du virus a été 
plus prolongé; que, d’autre part, le vaccin, sensibilisé a la 
température de l’étuve, est moins virulent que celui sensibi- 
lisé & la température du laboratoire. 


* 


eo 


Il nous reste & examiner ce que deyient le vaccin sensi- 
bilisé chez animal inoculé. 

Le sort de ce vaecin différe suivant la maniére dont la 
sensibilisation avait été pratiquée : lorsque la sensibilisation a 
été intensive, c’est-a-dire lorsqu’elle a été opérée pendant plus 
de quarante-huit heures a l’étuve, l’ensemencement est, comme 
nous l’avons fait remarquer, négatif. Le sort du vaccin sensibi- 
lisé est dans ce cas celui des vaccins tués, en général, soit par 
la chaleur ou par les antiseptiques. 

Commencons par le vaccin I. Comme nous lavons vu, le 
cobaye qui avail recu dans le péritoine deux tubes de ce vaccin 
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a survécu. (Notons, en passant, qu'il nous fut difficile de 
dépasser cette dose, car il aurait fallu injecter une émulsion 
trop concentrée de microbes.) 

Prenons une série de cobayes et inoculons & chacun d’eux 
deux tubes de vaccin I dans 1 cent. cube d’eau physiologique, 
dans le péritoine ou dans le tissu sous-cutané. Sacrifions, 
apres un certain temps, les animaux et cherchons, par ense- 
mencements sur gélose ou dans de l’eau peptonée, comment 
les vibrions sont répartis dans les organes. 

Ala suite de V’inoculation intrapéritonéale, nous trouvons des 
vibrions vivants dans le péritoine, seulement pendant la pre- 
miére heure, tres rarement aprés une heure et demie. Dans 
le cas de l’inoculation sous-cultanée, lensemencement de la 
sérosité sous-cutanée est souvent positif six heures aprés lin- 
jection du vaccin. A lexamen microscopique de l’exsudat, on 
constate des amas de leucocytes 4 Vendroit de Vinoculation ; 
la plupart des leucocytes contiennent des vibrions plus ou 
moins déformés. 

Fait important: jamais il ne nous fut donné de constater 
des vibrions vivants ailleurs qu’au lieu d’inoculation; que les 
vibrions sensibilisés (vaccin I) soient injectés dans le péritoine 
ou sous la peau, jamais nous nen retrouvions ni dans le sang, 
ni dans aucun des viscéres, ni dans lintestin. 

Ces expériences ont été faites a différents intervalles aprés 
Vinoculation, variant de quinze minutes jusqu’é deux jours. 
Nous avons recherché les vibrions avec beaucoup de soin, 
surtout aprés inoculations intrapéritonéales. 

Kn voici quelques exemples : 

45 mat. — 5 cobayes (poids 320-400 grammes) recoivent 2 tubes de vaccin I 
dans le péritoine. 

Cobaye n° 54 (380 grammes) est sacrifié une demi-heure aprés linocula- 
tion. Dans le péritoine, on trouve un liquide un peu trouble. Au microscope, 
on voit beaucoup de leucocytes polynucléaires, neutrophiles, renfermant 
des vibrions déformés. Le péritoine, la surface du foie et des intestins 
paraissent normaux. Le contenu de l’estomac et de l’intestin est normal ; 
les autres organes ne présentent rien d’anormal. 

Ensemencements : 

Péritoine : nombreuses colonies de vibrions. 
Sang : stérile. 

Bile : stérile. 

Urine : stérile. 

Estomac : quelques colonies blanches de bacilles. 


VACCIN ANTICHOLERIQUE SENSIBILISE VIVANT 279 


Duodénum : stérile. 

Intestin gréle a différents niveauy: stérile ou de rares colonies de B. coli. 
Coecum : beaucoup de colonies de B. coli. 

Gros intestin : beaucoup de colonies de B. coli et de microcoques. 


Cobaye n° 55 (340 grammes) est sacrifié trois heures aprés Vinoculation de 
vibrions sensibilisés vivants. Dans le péritoine, on trouve beaucoup de 
liquide trouble. L’aspect du liquide au microscope est le méme que chez le 
n° <1. Le péritoine, en général, est légérement congestionné; les autres 
organes paraissent normaux. 

Ensemencements : 

Péritoine : stérile. 

Sang, urine : stériles. 

Intestin gréle : quelques colonies de B. coli. 
Gros intestin : beaucoup de colonies de B. coli. 


Cobaye n° 56 (350 grammes) est sacrifié six heures aprés l'inoculation. Le 
liquide péritonéal est un peu plus abondant que d’ordinaire. L’état congestif 
du péritoine est plus appréciable que chez le cobaye n° 55. 

Les résultats des ensemencements sont les mémes que chez le cobaye 
n° 55. 

Cobaye n° 58 (870 grammes) est sacrifié douze heures aprés Vinoculation. 
Le liquide péritonéal est peu abondant, et linjection du péritoine est plus 
faible que chez les cobayes n°s 56 et 55. Mémes résultats des ensemencements. 


16 mai. — 5 cobayes (poids 330-396 grammes) recoivent 2 tubes de vaccin I 


sous la peau. 

Cobaye n® 61 (390 grammes) est sacrifié trois heures aprés linoculation. 
A Vendroit de Vinoculation, on trouve des amas de vibrions mélangés a4 des 
leucocytes; autour de ces amas, les vaisseaux sanguins sont légérement 
injectés. Le péritoine, Vintestin et les autres organes ne montrent rien 
d’anormal. 

Ensemencements : 

Séresité du tissu sous-cutané a Vendroit de Vinoculation : beaucoup 
de colonies de vibrions. 

Péritoine, sang, bile : stériles. 

Intestin gréle : quelques colonies de B. coli. 

Gros intestin : beaucoup de colonies de B. coli et quelques colonies 
de microcoques. 


Cobaye n° 62 (340 grammes) est sacrifié six heures apres linoculation. Des 
amas de leucocytes et l’injection légére des vaisseaux 4 l’endroit de l'inocu- 
lation. 

Ensemencements : 

Sérosité du tissu sous-cutané : quelques colonies de vibrions. 
Sang, bile : stériles. 

Intestin gréle : quelques colonies de B. coli. 

Gros intestin : beaucoup de colonies de B. coli. 


Cobaye n° 65 (380 grammes) est sacrifié douze heures aprés Vinoculation. 
A lautopsie, on constate le méme aspect que chez le n° 62. 


Ensemencements : 
Sérosité sous-cutanée : stérile. 
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Les résultats des autres ensemencements sont les mémes que chez 
le n° 62. 


Cobaye n° 70 (360 grammes) est sacrifié vingt-quatre heures aprés l’inocu- 
lation. On ne trouve plus d’amas de leucocytes a lVendroit de Vinoculation. 
Fnsemencements : 
Sérosité du tissu sous-cutané : stérile, 
Les résultats des autres ensemencements sont les mémes que chez le 
n° 62. 


Done, lorsque la sensibilisation est compléte, le vaccin 
devient rapidement la proie des globules blancs a l’endroit de 
Vinoculation ; les vibrions ont beau étre vivants, ils périssent 
toujours sur place: il n’y a jamais de généralisation. 

Lors de linoculation intrapéritonéale du vaccin vivant sen- 
sibilisé, nous avons constaté une légére élévation de la tempé- 
rature (38°5-39°), qui commence vers la troisiéme heure et 
dure jusqu’a la douziéme heure. Cette élévation thermique ne 
s'observe point a la suite de Vinoculation sous-cutanée de 
vibrions sensibilisés. 


Passons maintenant 4 létude des vaccins qui avaient subi 
une sensibilisation modérée, soit qu'ils soient restés peu de 
temps 4 l’étuve, soit qu’ils aient été sensibilisés 4 la tempéra- 
ture du laboratoire. 

Ces expériences montrent que plus la sensibilisation est 
faible, plus forte est la réaction thermique chez l’animal inoculé. 
Ainsi, inoculation intrapéritonéale du vraccin IV est suivie, 
au bout de six a douze heures, d’une élévation de la tempéra- 
ture, qui atteint 40°-41°. L’injection du vaccin I donne, dans 
les mémes conditions, une température qui ne dépasse pas 
38°5-39°. 

L’inflammation locale et linjection des vaisseaux sont 
Vautant moins prononcées que le vaccin est mieux sensibilisé. 
Le cobaye, qui avait regu deux tubes de vaccin IV dans le péri- 
toine, est mort. A l’autopsie, il a été constaté une inflamma- 
tion péritonéale plus accusée que chez le cobaye qui avait recu 
deux tubes de vaccin J et qui avait été sacrifié par nous (cette 
dose n’étant pas mortelle). Chez le cobaye ayant recu dans le 
péritoine du vaccin IV, on trouve un amas dense de leucocytes 
pres du foie; quant &Vinjection vasculaire, elle est heaucoup 
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plus faible que chez les cobayes inoculés avec des vibrions 
vivants, non sensibilisés. 

Dans le cas de l'inoculation sous-cutanée, le vaccin, dont la 
sensibilisation avait été faible, reste longlemps & l’endroit de 
inoculation et forme un abcés qui ne se résorbe quelquefois 
qu’au bout d’une semaine. 


Quel est le sort du vaccin IV dans l' organisme? 

Inoculons deux tubes de ce vaccin dans le péritoine ou 
sous la peau, puis cherchons les vibrions dans différents 
organes. 

Pour ne pas tomber dans des redites, disons de suite que les 
résultats des ensemencements sont presque identiques a ceux 
obtenus lors de inoculation du vaccin I. Les ensemencements 
pratiqués & l’endroit de Pinoculation soit du liquide péritonéal, 
soit de la sérosité sous-cutanée, donnent des cultures pendant 
une période plus longue que dans le cas de linjection du vaccin 
fortement sensibilisé (vaccin J). Ainsi, aprés Vinoculation 
sous-cutanée du vaccin IV, nous avons trouvé des vibrions 
vivants, dans la sérosité sous-cutanée, encore vingt-quatre 
heures aprés. 

Or les ensemencements pratiqués avec différents organes ont 
montré l’absence de vibrions dans le sang, dans la bile, dans le 
contenu de l’intestin, alors que l’on trouvait encore des vibrions 
vivants & l’endroit de lV’inoculation. 

De Vensemble de ces expériences ayant porté sur les 
vaccins I et IV, il résulte que, dans le cas de sensibilisation 
faible, aspect de la région inoculée rappelle un peu celui que 
lon observe lors de Vinoculation de virus vivant, non sensi- 
bilisé : les vibrions restent plus longtemps a l’endroit de linocu- 
lation et il y a formation d’abcés sous-cutané ou d’un amas de 
leucocytes dans la cavité péritonéale. Mais, ce qui distingue les 
vibrions sensibilisés des vibrions ordinaires, cest que déja la 
sensibilisation & la température du laboratoire pendant six 
heures est suffisante pour empécher toute généralisation des 
germes, tandis que linoculation des vibrions ordinaires non 
sensibilisés est toujours suivie de l’élimination de ces derniers, 
a V’état vivant, par Vintestin. 
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Au point de vue de l’immunité, les questions qui se posent 
sont les suivantes : 


1° Lianimal est-il vacciné par l’inoculation du vaccin 
vivant sensibilisé ? 

2° Au bout de combien de temps est-il vacciné? 

3° Quelle est la durée de l’immunité? 


Pour répondre & la premiére question, nous avons pris des 
cobayes qui avaient regu, dix jours auparavant, par différentes 
voies, des vibrions vivants sensibilisés, et nous les avons 
soumis 4 l'épreuve par la voie péritonéale, au moyen dune 
dose sirement mortelle de vibrions vivants. 


ExpériEnce |. 
8 mai: Cobaye n° 1 (450 grammes) a recu le 26 avril 2 tubes de vaccin I 

dans le péritoine; 

Cobaye n° 5 (450 grammes) a recu le 26 avril 2/10 de tube du 
vaccin I dans le péritoine; 

Cobaye n° 7 (430 grammes) a recu le 26 avril 2 tubes de vacein | 
sous la peau; 

Cobaye n° 141 (420 grammes) a recu le 26 avril 2/410 de tube du 
vaccin I sous la peau; 

Cobaye n° 80 (480 grammes) sert de témoin. 

Chaque cobaye regoit, Aa 6 heures du soir, 1/10 de tube de culture sur 
gélose de vibrions vivants, Agés de vingt-quatre heures, dans le péritoine, 
dose trois fois plus grande que la dose mortelle minima. 

9 mat matin : le cobaye témoin n° 80 est trouvé mort; les autres vont bien; 
ils ont eu une survie définitive. 


11 mat : Cobaye n° 30 (380 grammes) a recu le 1° mai 1/2 tube du vaccin IV 
dans le péritoine; 
Cobaye n° 40 (390 grammes) a recu le 1°" mai 1 tube du vaccin IV 
sous la peau; 
Cobaye n° 85 (400 grammes) sert de témoin. 
Chaque cobaye regoit 1/10 de tube de culture sur gélose de vibrions 
vivants, A4gés de 24 heures, dans le péritoine. 


12 mat matin: le cobaye n° 85 est trouvé mort; les autres ont survécu défi- 
nitivement. 


Il résulte de ces expériences que l’injection de vaccin sensi- 
bilisé sous la peau ou dans le péritoine confére aux cobayes 
une immunité solide contre une dose trois fois mortelle de 
vibrions vivants. 


| 
| 
| 
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Pour répondre & la deuxiéme question, nous nous sommes 
adressé d’abord au vaccin J, c’est-d-dire aux vibrions sensibi- 
lisés pendant vingt-quatre heures & I’étuve. 

Nous ayons inoculé ce vaccin & une série de cobayes dans le 
péritoine ou sous la peau; puis, apres trois, six, douze, vingt- 
quatre et quarante-huit heures, nous les avons éprouvés par 
une inoculation de vibrions vivants. 

Pour ces expériences, nous nous sommes servi de vibrions 
dont la dose mortelle était de 1/30 de tube de culture sur 
gélose par la voie péritonéale et de 1/10 de tube par la voie 
sous-cutanée, pour 100 grammes de cobaye. 


Exr&érrence II. 
12 juillet : on mélange un tube de culture de vibrions sur gélose avec 
4 cent. cubes de sérum anticholérique dilué au quart et on porte le 
mélange a l’étuve. 


13 juillet : on lave le vaccin trois fois avec de Veau physiologique. A 
8 heures du matin, 5 cobayes sont inoculés avec 2 tubes de ce 
vaccin dans le péritoine. Puis, dans la journée et les jours suivants, 
on procéde a des inoculations d’épreuve par la voie intrapéritonéale. 

Cobaye n° 90 (400 grammes) a recu du vaccin dans le péritoine. 
A 144 heures du matin, il recoit 1/4 de tube de culture de 
vibrion vivant; 

Cobaye n° 91 (440 grammes) a recu du vaccin dans le péritoine. 
A 2 heures de l’apres-midi, inoculation d’épreuve; 

Cobaye n° 92 (390 grammes) a recu du vaccin dans le péritoine. 
A 8 heures du soir, inoculation d’épreuve ; 

Cobaye n° 93 (395 grammes) a recu du vaccin dans le péritoine. 
14 juillet, 8 heures du matin, inoculation d’épreuve ; 

Cobaye ne 94 (380 grammes) a recu du vaccin dans le péritoine. 
45 juillet, 8 heures du matin, inoculation d’épreuve; 

Cobaye n° 95 (400 grammes) a recu du vaccin dans le péritoine ; 
témoin de la virulence du vaccin ; 

Cobaye ne 96 (400 grammes) regoit le 13 juillet, A 8 heures du 
soir, 1/4 de tube de culture sur gélose de vibrions vivants > 
témoin de la virulence du vibrion vivant ; 

Cobaye n° 97 (390 grammes) recoit le 14 juille¢, & 8 heures du 
matin, 1/4 de tube de culture de vibrions vivants; témoin ; 

Cobaye n° 98 (390 grammes) regoit le 15 juille/, A 8 heures du 
matin, 1/4 de tube de culture de vibrions vivants; témoin. 

Sur ces 9 cobayes : 
Nes 90, 94, 92, 96 sont trouvés morts le 14 jucdlet au matin. 
Ne 93 est mort a 6 heures du soir, le 14 juillet. 
Ne 97 est trouvé mort le 15 juillet au matin. 
No 98 est troavé mort le 16 juillet au matin. 
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On peut donc conclure de ces expériences que, dans les 
conditions indiquées, le cobaye ne devient vacciné qu'aprés 
quarante-huit heures. 

Nous avons ensuite diminué la dose de vaccin. Nous avons 
conslaté que, lorsqu’on n’en injecte que 1/2 tube de vaccin, 
‘animal est vacciné dans les douze heures qui suivent l’injec- 
lion, Cette dose de vaccin est quatre fois plus grande que la 
dose mortelle minima de vibrions vivants ordinaires, non 
sensibilisés. 


Expérience III. 

29 juillet, 8 heures du matin : 3 cobayes recoivent 4/2 tube de vaccin | 
dans le péritoine; aprés 6, 12, 24 heures, on procéde a l’ino- 
culation d’épreuve ; 

Cobaye n° 100 (380 grammes) recoit 1/2 tube de vaccin a 8 heures 
du matin. A 2 heures de l’aprés-midi, recoit 1/4 de tube de 
culture de vibrions vivants; 

Cobaye n° 101 (370 grammes) recoil 1/2 tube de vaccin 4 8 heures 
du matin; 4 8 heures du soir, inoculation d’épreuve ; 

Cobaye n° 102 (370 grammes) recoit 1/2 tube de vaccin a 8 heures 
du matin. Le lendemain 30 juzllet, 4 8 heures du matin, ino- 
culation d’épreuve. 

Cobaye n° 103 (400 grammes) recoit linoculation de 1/4 de tube 
de culture de vibrions vivants, 48 heures du soir; premier 
témoin; 

Cobaye ne 104 (390 grammes) recoit linoculation de 1/4 de tube 
de culture de vibrions vivants, le 30 juillet, 4 8 heures du 
matin; deuxiéme témoin. 

Sur ces 5 cobayes : 

Nes 100 et 103 sont trouvés morts le 30 juillet au matin. 

Ne104 est trouvé mort le.31 juillet au matin, 

Cobayes nes 104 et 102 ont survécu. 


Que montrent les résultats de ces deux expériences? 

La dose de vaccin employé était dans l’expérience II de deux 
tubes, dans l’expérience II elle a été de 1/2 tube. L’immunité 
a apparu plus vite chez les cobayes de l’expérience III que chez 
ceux de lexpérience I. Par conséquent, si l’on désire obtenir 
une imimunité rapide, il y a lieu de se servir des doses de 
vaccin peu élevées. 

Dans le cas de vaccination sous-cutanée, limmunité apparait 
un peu plus lentement; l’animal n’est vacciné qu’aprés dix- 
huit, vingt heures, lorsque la dose de vaccin est de 1/2 tube de 
culture. Cette différence dans Vapparition de l'immunité doit 
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reposer, nous semble-t-il, sur la vitesse inégale de la résorplion 
dans les deux cas. 

La rapidité avec laquelle apparait !immunité dépend égale- 
ment de la fagon dont le vaccin a été sensibilisé : animal se 
vaccine d’autant plus lentement que les vibrions avaient subi 
une sensibilisation plus faible. Ainsi, le vaccin IV ne confere 
rimmunité qu’aprés une semaine, tout comme le vaccin ordi- 
naire non sensibilisé. 


Nous passons maintenant a la troisiéme question, qui est 
relative 4 ladurée de limmunité. 

Prenons deux séries d’animaux: les uns ayant recu deux 
tubes de vaccin I, les autres 1/2 tube de ce méme vaccin. La 
dose mortelle, dans le péritoine, des vibrions qui avaient servi 
ala préparation de ce dernier est de 1/50 de tube de culture 
sur gélose, agée de vingt-quatre heures, pour 100 grammes de 
cobaye. Donc, deux tubes de vaccin équivalent & 25-30 doses 
mortelles; 1/2 tube de vaccin équivaut & 10-15 doses mor- 
telles de vibrions vivants ordinaires, pour cobayes de poids 
moyens (300-400 grammes). 

Aux cobayes de ces deux séries nous inoculons, aprés des 
intervalles variés, des doses sirement mortelles de vibrions 
vivants. 

Voici, en résumé, les résultats obtenus : 

Les cobayes qui avaient recu 1/2 tube de vaccin étaient 
immunisés pendant trois mois; ceux qui avaient regu deux 
tubes de vaccin resterent immunisés au moins pendant cing 
mois. 

Done, en ce qui concerne la durée de l’immunité, le vaccin 
sensibilisé vivant est celui qui offre le plus d’avantages parmi 
les vaccins anticholériques exislants, a la condition que l’on 
emploie des doses convenables. 
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CONCLUSIONS 


I. — L’action du sérum anticholérique sur le vibrion, ou la 
sensibilisation, se traduit par un affaiblissement de sa vitalité. 
L’ensemencement du vibrion sensibilisé peut rester négatif, 
si le contact du sérum et du virus a été trop prolongé. La sen- 
sibilisation s’opére mieux a 37° gu’a la température du labo- 
ratoire. 

II. — La virulence du vaccin sensibilisé vivant est d’autant 
plus atténuée que la durée du contact du sérum et des vibrions 
a été plus longue. 

III. — Le virus sensibilisé vivant, qu’il soit inoculé dans le 
péritoine ou sous la peau, ne donne pas lieu a la généralisation : 
linjection demeure localisée au niveau de l’inoculation. 

1V. — Le vaccin sensibilisé vivant anticholérique confére 
une immunité sire, rapide et durable. Ce vaccin, bien que 
vivant, est inoffensif. 


(Laboratoire du professeur Besredka.) 


0 Le Gérant : G. Masson. 
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